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1. CONCEPTO DE CRIPTOBIOSIS
El término críptobiosis fue introducido por KEWN (1959) para designar aquellos estados en
los que los sistemas vivos no muestran signos externos de vidaactiva, y su actividad metabólica resulta
dificilmente medible.
Por lo tanto, el concepto de criptobiosis implicaria la ausencia de signos vitales visibles
(reproducción, alimentación, etc.) y la falta de un metabolismo mensurable <transcripciones,
traducciones, etc.), todo ello provocado por un proceso de diferenciación que coníleva drásticos
cambios estructurales y fisiológicos, constituyendo una perfecta estrategia de supervivencia pasiva
como respuesta a la presencia de condiciones desfavorables que impiden continuar en el ciclo
crecimiento-división. Asi, una característica intrinseca al estado criptobiótico es su longevidad en
condiciones desfavorables para la vida activa.
La existencia de formas criptobióticas en los ciclos de vida de diferentes organismos es un
fenómeno ampliamente difundido, pudiéndose encontrar numerosos ejemplos tanto en
microorganismos procariotas y eucariotas como en plantas y animales (ffXLVoRSON, 1961). Podemos
destacar como típicas formas criptobióticas en microorganismos: la espora bacteriana, los quistes de
resistencia de numeros protozoos y las esporas de hongos. Todos estos procesos que implican la
formación de estados de resistencia muestran numerosas analogías entre sí, a pesar de su distancia
filogenética, por lo que proponemos el término criptobiosis como denominación generalizada para
todos ellos.
Uno de los mejores ejemplos de criptobiosís microbiana nos Ja ofrece la esporulación
bacteriana o proceso que conlíeva a la formación de la espora, siendo ésta un perfecto estado
criptobiótico procariota. Entre los microorganismos eucariotas, los quistes de resistencia de ciliados
representan un buen ejemplo de estado criptobiótico ya que, una vez alcanzado dicho estado, la célula
puede permanecer viable durante largos períodos de tiempo.
En ciliados el proceso que conduce a la aparición de formas criptobióticas se denomina
enquistamiento, mientras el proceso contrario o emergencia de la célula vegetativa apartir del quiste
de resistencia se conoce como exquistamiento. Ambos procesos configuran el ciclo E-E
(Enquistamiento-Exquistamiento), ciclo facultativo conectado al ciclo C-D (Crecimiento-División) del
ciliado (Figura 1).
En el ciclo biológico de otros microorganismos eucariotas, como en el caso de hongos
mucosos, podemos encontrar dos diferentes formas de resistencia, denominadas microquistes y
esférulas o esporas. Los microquistes se originan a partir de los estados ameboides del hongo en un
proceso denominado igualmente enquistamiento, mientras las esférulas o esporas se forman a partir
del plasmodio, en un proceso particularmente conocido como esferulación.
Una característica adicional del estado criptobiótico es su posible función en la dispersión
ecológicay posterior colonización de otros hábitats, ya que pueden ser fácilmente transportados por















Figura 1: Ciclo biológico de C ‘a/pode i¡~fla&z. conteniendo el ciclo C-D (C¡eeíníiento-División). que implica la
aparición de quistes de división. y el ciclo facultativo E-E (Enquistamiento-Exquistamicnto) que se induce por falta de
nutrientes en eJ medio. dando lugar al quiste de resistencia.
Una característica destacable de los quistes de resistencia de ciliados, al igual que otros
sistemas criptobióticos, es, precisamente, su resistencia a condiciones extremas que son letales para
los estados vegetativos de estos ciliados, pero no para sus formas criptobióticas, tales como
temperaturas elevadas, condiciones de alto vacío, desecación o altas dosis de radiación visible y
ultravioleta (Byci IFNKOVA et al., 1969; Gwsn, 1973; TAYJOR & STRJcKIn~, 1936)
La longevidad quistíca es poco conocida, aunque existen datos de exquistamiento efectivo de
muestras de quistes de hasta 49 años de antigoedad, como es el caso de quistes de (‘o/pode c¿.wul/us
(Goonwv, 1913).
2. CARACTERÍSTICAS DEL ENOUISTAMIENTO Y OUISTES DE RESISTENCiA EN
CILIADOS
El proceso de enquistamiento conlíeva el desarrollo de un complejo programa de diferenciación
celularque es muy poco conocido. Las principales características del proceso de enquistaniiento y de
los quistes de resistencia en ciliados se describen a continuacion.
2.1. Inductores de enquistamiento
Aunque se han descrito numeros factores que inducen enquistamiento en ciliados (cambios de
temperatura, acumulación de sustancias de desecho, cambios osmóticos o de pl-!, desecación del
medio, deficiencia de oxigeno o incremento de la densidad celular) (Coru.rss & ESsLR, 1974), la forma
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más habitual y universal de inducción es la ausencia de nutrientes o hambre.
Muy poco se sabe a cerca del mecanismo transductor de la señal de inducción o de la posible
existencia de receptores específicos que reconozcan posibles sustancias inductoras de enquistamiento.
Hasta ahora sólo se conoce la existencia de un inductor específico de enquistamiento en L’uplotes
encysticus que se ha identificado como una proteína de bajo peso molecular (YoNFY=xwA&
TAKASILNSIU, 1989),
2.2. Estructura y composición de la pared quistica
Una de las principales caracteristicas de los estados criptobióticos es la presencia de una pared
(parcialmente permeable) que rodea a la célula protegiéndola de las condiciones adversas. El estudio
por microscopia electrónica de transmisión de los quistes en numerosos ciliados indic.a que el número
de capas o envueltas de la pared quistica varia entre un mínimo de una y un máximo de cuatro,
denominadas, desde el exterior al interior del quiste. ectoquiste, mesoquiste, endoquiste y metaquiste
(capa granulosa) (DEI.OixDO et al., 1987; GUTIÉ:rREz et al., 1983a; M,M<TíN-GoNzÁIrz et al., 1994;
MATsUSAXA. 1976; TIBES, 1968; WALKIY & Hosí-MAN, 1985). La envuelta más externa (ectoquiste)
puede presentar protuberancias o estructuras ornamentales, y en ocasiones poros u ostiolos (BussriRs,
1976; GUnÉRR]i/. et al., 1983a; Lcd et al., 1985).
Aún conocemos poco a cerca de la composición química de las paredes quisticas, debido a los
problemas de solubilízación que presentan las macromoléculas que las componen Los principales
componentes macromoleculares son proteínas, glucoproteinas y carbohidratos, localizados
indistintamente en las diferentes capas quisticas (BENíTEZ et al,, 1991; BI.JSSERS & JENIAUX, 1974;
CALVO et al., 1983; GIÍrÉRREZ eta]., 1984; MATSUsAKA&HONGO, 1984; Ríos et al., 1989; Tmns,
1966).
Estas capas quisticas, morfológica y bioquimicamente distintas, se forman a partir de diferentes
precursores quisticos durante el enquistamiento. Se han identificado, microscópica y citoquimicamente,
precursores para cada una de las capas (GRIMES, 1973; GVnÉRRIEZ et al., 1 983b; Hour & CHAU4XN,
1971; MATsUSAKA, 1979; WALKI,:R & MNJGEL, 1980). Dichos precursores pueden originarse tanto en
el retículo endoplasmático rugoso como en el aparato de Golgi (CALVO et al., 1986).
Como se ha descrito en Colpocla inflare (B~NírEz et al,, 1991 ;1992), la glucosilación de
proteínas desempeña una función importante en el desarrollo normal del proceso de enquistamiento.
Muy probablemente, estas glucoproteinas están involucradas en la formación de la pared celular,
puesto que inhibidores como la tunicamicina, a una concentración subinhibitoria del enquistamiento
(10 pg/mI) ocasionan profundas alteraciones en la pared quistica, dando origen a la aparición de quistes
ovoides (BENÚL! et al., 1992).
Se han aislado anticuerpos contra componentes de paredes quisticas (MARTíN-GoNZÁLEZ et
al., 199 Ib; tos et al., 1992), que han resultado muy útiles para la localización de estas proteínas en
las diferentes envueltas quisticas, así como para su identificación electroforética. Igualmente, se han
empleado para una mejor identificación de las etapas prequisticas y un análisis más exacto de la
cinética de enquistamiento (BIzNITEZ et al., 1994). Posiblemente, estos anticuerpos serán una
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herramienta útil parala mejor identificación de precursores de pared quistica y para el estudio de su
formación y localización citoplasmática durante la formación de la pared.
23. Características morfológico-fisioíógicas del proceso de enquistamiento en ciliados
Durante este proceso de diferenciación celular la célula experimenta una serie de cambios
morfológicos y fisiológicos que conducirán al estado diferenciado o quiste de resistencia.
Uno de los cambios más importantes y generalizados es una drástica disminución del volumen
celular, con respecto a la célula vegetativa. En algunos ciliados esta pérdida de volumen puede
representar hasta el 80% y es una consecuencia directa de la pérdida de agua intracelular a través de
la vacuola contráctil (mcci et al., 1985; TmBS & MARSIIALL, 1970; WALKER & MAI.JGLI., 1980;
WAr.KE:R et al,, 1980). Esta deshidratación citoplasmática desempeña un importante papel en la
consecución del estado ametabólico característico de todo estado criptobiótico.
Durante las fases iniciales del proceso de diferenciación, el ciliado adquiere la forma esférica
y se puede producir, o no, la reabsorción de parte o toda la infraciliación somática y oral <MARTIN-
GoN/ALEZ et al., 1992; W,xÁ.KER&MAUJGEL, 1980).
Al mismo tiempo, la célula prequistica experimenta importantes reorganizaciones en orgánulos
intracelulares, probablemente como consecuencia de [a pérdida de agua intracelular y el consiguiente
incremento de la densidad celular. A continuación resumimos los cambios más llamativos y quizá
mejor descritos:
‘ Es bastante frecuente un empaquetamiento mnitocondrial, que implica el agrupamiento de
numerosas mítocondrias en diferentes regiones del citoplasma quistico, sin que tenga lugar la fusión
de membranas mitocondriales (GRIMES, 1973; MATSIJSAK,x, 1976; Rios et al., 1985; Tmns, 1968;
VERM et al., 1984; WALKIiR et al., 1980). En algunos casos, por el contrario, se ha descrito una
degeneración de parte de la dotación mitocondrial sin que exista empaquetamiento, como ocurre en
Laurenhella acumina/a (GUTIÉRREZ & PÉREZ-SILvA, 1983) o en Diophrys scu/uni (WALKER &
MAtRWL, 1980>. Estos cambios mitocondriales podrian estar relacionados con ladisminución, durante
el enquistamiento, de la tasa respiratoria medida en algunos ciliados (GIEsE, 1973; PIGON & EDSTROM,
1961).
~ El sistema nuclear del ciliado (macronúcleo-micronúcleo) sufre importantes cambios a lo
largo del enquistamiento, pudiendo afectar a cualquiera de los dos tipos de núcleos <)bien a ambos.
En ciliados que presentan, en estado vegetativo, varías masas macronucleares, éstas suelen fusionarse
en una sola durante el enquistamiento (GRIMEs, 1973, GUIwRIWz, 1985; GUTn~RREZ & PÉRJIZ-SnNA,
1983; GuIIÉRREZ et al., 1981; MATSUsAKA & KIMIJRA, 1981; VERNI et al., 1984; WAI.KER et al.,
]975;1980), aunque existen algunos ciliados en los que no se ha observado este tipo de
comportamiento (MArsusAKA, 1976; WALKER & MAUGEL, 1980).
Una de las principales y más importantes consecuencias de esta fusión nuclear es la
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condensación cromatinica (GUTIÉRREZ, 1985), que posiblemente contribuye a la inactivación del
genoma macronuclear, característica propia del estado criptobiótico. Esta condensación cromatinica
ha sido comprobada mediante estudios sobre cromatina macronuclear aislada en Rursaria frunce/el/a
(Tucl-losENKo et al.. 1984), y que ha mostrado la existencia de densos cuerpos cromatinicos en el
macronúcleo quistico.
En otros ciliados, como (‘olpoda ¡nf/ata, se ha descrito la formación durante el enquistamiento
de cuerpos de extrusión a partir del macronúcleo (MARTÍN-GONZÁLEZ et al., 1991; MoRAT et al.,
¡981), El significado de esta pérdida de ADN macronuclear es, probablemente, ajustar el volumen
macronuclear a] nuevo volumen del citoplasma quistico. Se desconoce el mecanismo de formación de
los cuerpos de extrusión y la información que contienen.
Los nucleolos decrecen en tamaño y se hacen más esféricos durante el enquistamiento
(GRuvw:s, 1973; MATSIJSAKA&KUvIURA, 1981; WALKtR et al., 1980).
El micronúcleo o micronúcleos experimentan cambios menos drásticos que el macronúcleo.
Es frecuente, en ciliados con varios micronúcleos, la degeneración de algunos de éstos durante el
enquistamiento, aunque su dotación original suele restaurarse durante el exquistamiento por mitosis
de los micronúcleos del quiste (GRMI¿s. 1973; GUiIIÁRREZ eta]., 1981; WALKER et al., 1980)
‘ Durante las pnmeras etapas del enquistamiento tiene lugar en la célula una elevada actividad
autofagoséinica, responsable de los procesos degradativos que ocurren en el citoplasma prequistico
y que podrÍa suponer un importante aporte energético endógeno para la célula en diferenciación y una
fuente de precursores para las biosíntesis del enquistamiento (GRIIvÍES, 1973; GUiIÉRREZ & PÉREZ-
SilvA, 1983; 1-Inri & CHM’MXN, 1971; MATSIJSAK.’x, 1976; WPJ.KER et al., 1980).
3. BASES MOLECULARES DE LA CRIPTOBIOSIS EN MICROORGANISMOS
LUCARIOTAS
Como consecuencia del escaso conocimiento de indole molecular sobre el proceso de
enquistamiento en ciliados, hemos creído que puede resultar de utilidad la exposición de los datos
moleculares que actualmente se conocen en tomo a procesos de criptobiosis en otros microorganismos
eucariotas, con el fin de establecer posibles analogías con la criptobiosis en ciliados.
3.1. Acumulación de ARNm en quistes y esporas
3.1.1. Naturaleza de los ARNni
Las esporas de una gran variedad de hongos mucosos y levaduras, asi como los quistes de
algunas amebas y ciliados, contienen un pocí de ARNm poliadenilado que es sintetizado durante el
proceso de esporulación o enquistamiento (Tabla 1)
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Tabla ¡ Quistes o esporas de microorganismos que eontieneu un peal de ARÑm poliadenilado
MICROORCÁNISMOS REFERENCiA
A/lamí ceí arbuscula 13ímxí~ ct al 1972
1 lloj,i~ cei Plací Cg}flUS 55<1W] & Hrwxr 979
Amebas’ inFlAN & DUITA, 1977
B/as(oc/adiel!a e,,iersotiii J<)HNSUN d ai., 1977
Botryodíp/odía theobropiae KNiCHT & VAN Eirnx, 19761,
‘u na.si<tuni Huíxvi & MASER. 1976
Di¿ti c,í feliu ni íb,scoideuni O AM iNis d. al 1982
laNga sepilca Nvi.sov & (ísí,s,wsxí. 982
Veiírospo,c, Gratan N9Rivi+s & \IOCA¶.i,Rv, i 976
Aluciar tnceniosí,., Liv’. & OiucmwtKl. 1982
cíuriospnra tabacíno 1 Iú¿i,c‘MON, 1 969
PI9 «j,~pj~po4cephaluni SAVARL a al., i989
Rhizí?pus stclanileí VAN ErTi+N & PREER, 1978
Nacchívrn,ííjces t.¿iei;i&iúe liARhíER d ai.. 19811
¿ircííi~ccs phascob Srsii.vs a al.. i 968
Sclñzops’ronns russo/li. IIarinjannélIa rJ¡ysodes, .4can/hamor hanisie/lana. irirannias tósltúlns Y Diñasen/ns ibara/cal
Algunas de estas especies de ARNm pueden ser activas mientras otras permanecen inactivas
por mecanismos de procesamiento postranscripcional, hasta que se induce la germinación de las
esporas (o exquistamiento), como se describirá más adelante.
La presencia de este ARNm o de polisomasha sido demostrada directamente (hibridación con3H-poli U) o bien indirectamente con el empleo de inhibidores de síntesis de ARN como Actinomicina-
D, Proflavina, 5-Fluorouracilo, Bromuro de Etidio, Fluoruro Sódico, Azida Sódica y Rifampicina
durante las primeras etapas del proceso de germinación (BuRxí et al., 1972; BuTzEr. & MAWZR, 1976;
HOLLOMON, 1969; UNZ & ORLowsKI, 1982; N¿LSON & ORínwsKI, 1982), En varios géneros de
amebas de vida libre <Sclnzopyrenus russellí, Hartmanneila rhysodes, Acaniharnoeba castelianii,
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Teframitus rostretus y Didascalus thorntoni) el exquistamiento no se ve afectado por AMO, lo que
sugiere igualmente la posible presencia de A..RNm preexistente en los quistes, involucrado
probablemente, en la síntesis proteica de novo durante el exquistamiento (JEHÁN & D1JrTA, 1977;
RuD¡cK, 1971).
La cantidad de ARNm poliadenilado acumulada en las diferentes clases de esporas de hongos
es variable según los diferentes géneros, y representa una media del 1,8% al 5% del total de ARN
contenido en dichas esporas. La mayor parte de este ARN (60-80~o) se sitúa en una región perinuclear
específica del estado diferenciado que rodea el núcleo (denominada cap nuclear), que es una zona rica
en A.RN, proteínas y ribosomas. El resto de ARNm se encuentra en fracciones extraperinucleares, en
localizaciones aún no determinadas (JonNsoN et al., 1977; KNIiIIT & VAN BITEN, 1976a; LINZ &
ORLOwSKI, 1982; Row:1M et al,, 1974; SMITH & EuRMt, 1979).
Este ARNni acumulado en esporas suele ser muy heterogéneo en tamaño (105 a 235), aunque
las moléculas de pequeño tamaño son más abundantes (HARPER et al., 1980; ORI.owsKl, 1991). En
general, la composición de bases es bastante similar a la encontrada en el estado vegetativo (CAMOMS
et al., ¡982; HARPER eta]., 1980). Se ha descrito también que el ARN poli(AY encontrado en algunas
esporas (Blaslocladiclla e¡nersonhi y Saccharomyces cerevisiae) contiene estructuras resistentes a
RNasas T1, T2 y A, y que además puede ser marcada con ~ lo que sugiere la presencia de una
caperuza en el extremos’ (JOHNSON et al., 1977; OR.LowsKl, 1991).
Muchos de los ribosornas contenidos en la región perinuclear de las esporas fúngicas están
asociados a ARNm: 41% en Blastocladiclla emersonhl (JOHNsoN et al., 1977) y 22-35% enMucor
racemosus (Ln4z & ORLowsM, 1982), Se sabe, además, que en Biastocladieíla existe una proporción
relativamente alta de polisomas organizados en forma de complejos de iniciación SOS, algunos de los
cuales se encuentran detenidos en fase de elongación (JAWORSKI & SuMu¡owa, 1984), aunque según
otros autores (JOHNSON et al., 1977) los ribosomas de la región perinuclear se encontrarían en forma
de ribosomas SOS libres, y es 20 minutos después del comienzo de la germinación cuando el 50% de
los ribosomas de las zoosporas se encuentran en forma de polirríbosomas.
Aunque el total de ARN poliadenilado contenido en esporas maduras de J)ictyoste/ium
discoidenín representa cerca de la décima parte del contenido total presente en células en crecimiento
(aproximadamente 3.000 especies), la relación de secuencias poliadeniladas respecto del total de ARN
permanece similar a la encontrada en varios estados de su ciclo de vida (C¡XMoMs et al., 1982).
Las especies de ARN detectadas en más de una copia por célula en las esporas de
I)ictyosteliun pueden clasificarse en tres grupos según su abundancia: especies presentes en 1.000, 50
y 4 copias por célula. Una gran parte de este AiRN es común al encontrado en otras etapas del ciclo
celulardeli)¿cryosre/ium (amebas y estados de agregación), aunque con diferente abundancia relativa,
Según estos datos, sólo del 20% al 30% del total de ARN es especifico del estado de espora
(BLUMEERO & LODISI, 1980; CAMoNIs et al., 1982). De hecho, entre los ARNm acumulados en la
espora de f)ictyouelium se han identificado también tránscritos especificos de actina (MACLEOD et al.,
1980).
Pero aún no se ha determinado si la información contenida en dichas moléculas corresponde
a la información necesaria para el proceso de germinación o se mantiene también ARN especifico de
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esporulación, ya que han sido caracterizadas muy pocas moléculas. En Blaslocladiel/a emersonhl
(JAwORSKI & THOMsON, 1980), el ARN poli(AY presente en la espora ha sido sintetizado tanto durante
lafase de crecimiento como durante las últimas etapas del proceso de esporulación, ya que el ARNm
sintetizado en las primeras etapas de la esporulación es degradado.
El marcaje in vivo de proteínas (con 35S-metionina) en presencia o ausencia de AMD en B.
cínersonhl (SrLvA et al., 1987) durante el proceso de germinación, muestra que la sintesis proteica
durante Los primeros 25 minutos se debe a la traducción de especies de ARNm ya existentes en la
espora. Se han identificado en la germinación al menos seis polipéptidos codificados a partir de genes
ya transcritos durante la formación de zoosporas, lo que evidencia la presencia de tránscritos
conteniendo al menos parte de la información necesaria para el desarrollo de la germinación. DOwDS
& LeoMis (1984) han identificado una de estas especies acumuladas en la espora corno ARNm de la
proteína SP96, uno de los principales componentes proteicos de la pared de las esporas de
D¡ctposlehum discoideurn. por lo que es posible también la acumulación en la espora de ARNm ya
traducido durante la esporulación.
En Mucor racemosus el análisis por electroforesis bidimensional de los productos proteicos
obtenidos de la traducción in vitro de los ARNm acumulados en las esporas, da origen a un conjunto
de proteínas idénticas a las sintetizadas in vivo durante los primeros 30 minutos de germinación (LINZ
& ORI.OWSKI, 1987), lo que implica mecanismos de regulación postranscripcional que dirigen
selectivamente la traducción de moléculas de ARNm tanto durante la esporulación como durante la
germinación del hongo (ORLowSKI, 1991).
JUMEN et al. (1984) han estudiado también la expresión de un gen especifico del estado de
espora de 1). discoideum mostrando que su correspondiente ARNm está presente en estados
vegetativos y también durante el proceso de diferenciación, aunque su cantidad se incrementa hasta 40
copias por célula en las esporas Este ARNm codifica para un polipéptido de 55 KO, de función hasta
ahora desconocida.
También la germinación de esporas bacterianas es insensible a inhibidores de ARN (y también
a inhibidores de proteínas), lo que implica la existencia de ARN y proteinas en la espora madura (MOIR
etal., 1994)
31.2. Longevidad de los ARNm
La acumulación específica de ARNm en las células en diferenciación podria deberse, en
algunos casos, a alteraciones en la tasa de degradación más que en la de síntesis (KJI.LIcK & WRIGHT,
1974) por lo que quizá deban existir mecanismos de estabilización de dichas moléculas frente a los
activos procesos de lisis que tienen lugar en las células diferenciándose.
Muchos de los resultados obtenidos hasta ahora indican que este proceso de estabilización de
ARN es el principal mecanismo de control de la expresión génica durante procesos de diferenciación
celular en microorganismos eucariotas (MANGIAROTTI et al,, 1985).
Durante las fases iniciales del desarrollo de I)ic¡’yosé’e/ium los ARNm sintetizados de novo son
bastante inestables, con una vida media de menos de 30 minutos. En estados avanzados de su
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desarrollo, la vida media de estas mismas moléculas se incrementa hasta más de cuatro horas, un valor
comparable al de los ARNm constitutivos (BLUlvn3ERG &LOIMsII, 1980). A pesar de ello, no se ha
determinado aún si estos cambios pueden representar un mecamsmo de control primarioper se, o si
se trata de un efecto secundario del control traduccional, que podría liberar moléculas de ARNm de
polirribosomas, acelerando así su degradación.
La protección de estas moléculas de ARNm contra la acción de nucleasas podría deberse a su
acoplamiento con proteínas (HOLIOMoN, 1973), aunque otros autores sugieren que son los ribosomas
asociados al ARNm los que protegerían a dicha molécula de la degradación por RNasas (LNZ &
ORiowsKí, 1982)
313. Mecanismos de regulación traduccional del ARNm almacenado
A pesar de que en la espora o quiste existan la mayoría (si no todos) los elementos necesarios
para llevar a cabo la síntesis proteica: ARNm, aminoacil-ARNÍ y sintetasas, factores de elongación y
ribosomas (GoNG &LOVLTT, 1977; JAwORSKI&STUMHoFER, 1983; RoillhlMetal,, 1974; YANiv&
SíM’Lvs, 1971), sin embargo, algunos de estos ARNm acumulados en la espora no son traducidos
hasta la germinación.
Por lo tanto, Jas esporas o quistes son potencialmente capaces de biosintetizar proteínas a partir
de los tránscritos que acumulan. Pero, probablemente, estos ARNm son sintetizados durante la
criptobiosis (esporulación/enquistamiento) para ser leídos durante la germinación o exquistamiento,
lo que ahorra transcripciones a la célula que emerge del estado criptobiótico.
La presencia de este ARNm en las esporas de numerosos hongos sugiere la hipótesis de que
el inicio de la germinación incluye mecanismos reguladores que afectan ala biosíntesis proteica. Para
1-IOLLOMON (1973), durante las primeras etapas de la germinación de Peronospora tabacina se
produciria la disociación de las subunidades ribosómícas permitiendo la unión del AR.Nm a la
subunidad pequeña del ribosoma y originando el complejo de iniciación. Dicho complejo reconocería
entonces a la subunidad grande (unida a la membrana plasmática de las espora) comenzando el proceso
de traducción. Para otros autores (LINZ & ORlnwsKl, 1982) los mecanismos de control parecen
relacionarse con el nivel de fosforilación de la proteína S6 de la suburndad ribosómica 40S. Dicha
proteína no se encuentra fosforilada en esporangiosporas de Mucor racemosus, pero se fosforila
rápidamente durante el proceso de germinación (LARSEb4 & SYPImRD, 1980). El grado de fosforilación
de dichaproteína se correlaciona tanto con altas tasas de síntesis proteicas como con elevados niveles
intracelulares de ATP,
Otra de las hipótesis propuesta (JAwORsKi, 1976) es la posible existencia de cambios en la
adenilación de los ARNm preexistentes, que podría constituir la base de una selección traduccional
durante la germinación de Blastocladi ella, ya que se ha detectado (en presencia de AMI)) adenilación
y desadenilación del ARNm acumulado en la espora, indicando así que ambos procesos no son depen-
dientes de transcripción (Sn,vA et aL, 1987).
La regulación de una traducción selectiva podría ejercerse también a nivel de la maquinaria
traducciona], ya que existen evidencias de polisomas detenidos en fase de elongación en zoosporas de
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Blastocladiella (JAwoRsKI & STuM¡IOFER, 1984) donde aproximadamente el 41% de sus ribosomas
estan acomplejados con ARNm y menos del 10% de los ARNt unidos a ribosomas de la espora
corresponden a metionil-ARNt, lo que indica que la mayoría de esos ribosomas no se han detenido en
complejos de iniciación, sino que han experimentado algo de elongación. Se ha descrito también en este
mismo hongo la presencia de un inhibidor de bajo peso molecular (probablemente un nucleótido) que
bloquea la unión del aminoacil-ARNt a los ribosomas y que se localiza en el citoplasma de la espora,
en la región extraperinuclear (ADriLMAN & LovETT, 1974). Según estos autores, el inhibidor podria
modular la traducción proteica uniéndose a polisomas lo que evitaría la traducción de los ARNm
almacenados en la espora. Igualmente, JAwoRsn & STuIvIIIoWR (1983) proponen la existencia de
‘partículas inhibidoras’ en esporas, que sedimentan como partículas subribosomales, que bloquean la
aminoacilación del ARNt, pero no intedieren en etapas posteriores de la biosíntesis proteica. La misma
interpretación se ha propuesto para la regulación del proceso de traducción de moléculas de ARN
específicas durante la diferenciación de Dictyostelium, que podría explicarse en función de la
disminución en la actividad de algún componente de la maquinaria de traducción, como por ejemplo
algún factor de iniciación (ALTON & LoDIsH, 1977).
Contrariamente a lo expuesto hasta ahora, algunos autores sostienen que la expresión de un gen
o genes durante un proceso de diferenciación no implica necesariamente la sintesis dc novo de ARNm,
ya que éste puede estar normalmente presente durante el crecimiento y puede ser traducido únicamente
durante el proceso de diferenciación (KILLJcK & WRIGHT, 1974). De hecho, RAIvLAGOPAL & ENNIS
(1981) han encontrado, en amebas de J)iclyostehum, ARNm de dos proteínas ribosomales presentes
durante todo su ciclo de viday, que sólo son traducidas durante el proceso de diferenciación.
3.2. Metílación de ácidos nucleicos en la criptobiosis
Existen evidencias de que durante los distintos procesos de diferenciación celular que conducen
a la aparición de formas criptobióticas se producen cambios en los patrones de metilación del ARN o
ADN
El nivel de metilación de ARN se ha determinado únicamente en Physarum /lovicomuni
(ASGAR] & HFNNEY, 1989). Se han comparado los niveles de metilación de ARN total en células
enquistándose en condiciones normales con una población enquistándose en presencia de adenina.
Existe una relación inversa entre la concentración de adenina exógena y la capacidad de las amebas de
este género para formar microquistes. La inhibición del enquistamiento por adenina es consecuencia
de la alteración de los niveles intracelulares de 5AM (5-adenosilmetionina), como lo demuestra el
hecho de que las células tratadas presentan concentraciones intracelulares de la enzima 3,5 veces
superiores a la de células control (WWTE & HFNNFY, 1985). El incremento en el nivel de 5AM afecta
a reacciones de transmetilación, aunque el mecanismo no se conoce con exactitud. En células tratadas
con adenina se ha detectado un 11% de incremento en el nivel de ARN total, aunque con menor
actividad específica debida a un menor nivel de metilación (AsGARI & HENNEY, 1989). Según estos
autores, la disminución en los niveles de metilación de ARN podría reflejar la interrupción post-
transcripcíonal ligada al proceso de formación del estado quiescente. En cualquier caso, la metilación
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de ARN estaría involucrada en el proceso de diferenciación.
Conocemos algo más sobrelos cambios en el patrón de metilación del AUN durante procesos
de enquistamiento, tanto en Physarum /lav¡comum (Z¡ru & HEN=wY,1990) como en (‘olpoda mf/ata
(PAlACIOS et al., 1994). En ambos microorganismos eucariotas se ha detectado una desmetilación en
residuos de citosína involucrada en el proceso de enquistamiento. Igualmente, en lo microquistes de
P. ¡lavicomum se ha encontrado metilación de adenina (6-metiladenina) no detectada en las formas
vegetativas (ZHU & HENNLY, 1990), mientras que en C. mf/ata (PALACIOS et al., 1994) la 6-
metiladenina no parece estar presente en el AUN macronuclear de este ciliado. Para ambos casos, se
puede pensar que el proceso de desmetilación podría estar involucrado en laactivación de genes de
enquistamiento, ideaque se ha corroborado en (ji mf/ata empleando el potente agente desmetilante 5-
azacitidina, que induce enquistamiento en medio de crecimiento. Probablemente, algunos promotores
de genes involucrados en el enquistamiento se activen por desmetilación de citosinas, que en estado
vegetativo se encontrarían metiladas, inactivando asi la expresión del gen.
Así mismo, la metilación del AUN puede estar involucrada en la criptobiosis. bien silenciando
genes o bien alterando la estructura del AUN en el estado diferenciado.
3.3. Biosíntesis de macromoléculas durante el enquistamiento
3.3.1. Biosíntesis de AUN
En general, la biosíntesis de AUN no está involucrada en el enquistamiento de ciliados y
amebas, ya que inhibidores de síntesis de AUN no bloquean el proceso de enquistamiento en ciliados
(GuÑ:RPEz, et al., 1981; Ru¡HMM4N & KucK, 1985), como tampoco lo hacen en amebas (WEísMnJ,
1976). Por el contrario, se produce una disminución del contenido total de AUN por célula durante el
enquistamiento de A. castellonil que puede alcanzar hasta un 50% respecto a la cantidad de ADN en
amebas creciendo exponencialmente (RuDícK, 1971),
En algunos ciliados también se ha descrito, durante el proceso criptobiótico, cierta pérdida de
AUN como consecuencia de la formación de cuernos de extrusión a partir del macronúcleo (MARTS-
GONZÁLEZ, et al., 1991a; MORAT, et al,, 1981). Esta pérdida de AUN macronuclear supone,
posiblemente, una acomodación o ajuste del volumen macronuclear al nuevo volumen citoplasmático
quistico. En cambio, durante el enquistamiento de Polj,vsphondiliuni pallidum el contenido de AUN
permanece constante (GITImNs & KAIUIOVSKY, 1973).
3.3.2, Biosíntesis de ARN
El enquistamiento en amebas, ciliados y hongos es un proceso dependiente de transcripción
como lo demuestra el hecho de que inhibidores metabólicos de este proceso (Mitomicina C o




Tabla II Inhibidores metabólicos de transcripción y traducción que bloquean procesos de enquistamienlo en
diferentes microorganismos cucariotas
MICROORGANISMOS INHIBiDOR REFERENCIA
Amanthaníoeba caáte//an,, ASID. CliN PQITT R & \X RiSMAN, 1972. RITflt E. 1971
.1ch4a sp. .XMD LEJOHt. 1982
Bleptiaríamna cnr. PM <uRSS. 1973
(o/paja mfata AMI), ClIN BENÍTEz. 1990
olpoda statu,, AMD, CliN Rvrnnztxxv & Kurt i 985
lIzo?yc.s-wliun¡ diatrojenni ASID. CliN, DAt.? Kn,i.ioz & WRiGhT. i 974. I.,OOMis, 1970
iÚup!ores evcjst¡oí¿s CliN. CII> YONEZAWA. i 9851,
h’art,nannella culhúrtson¿í Asti), CLIN, NIiiC NIURTI, 1971. iLXIZADA & NIuRTt, 1971
/[ari,nanuelh, rhasodo.í ClIN I3sví.a. 1963
l/istr,culi,s fliUSCO? uní AA U), CUY \LATSUSAKk. 1979: 5 L~vsusAxÁ & Krn.qz.x. 19.1
í.aureutíe//a acuhíínuw AMO. ClIN GírríÉkRi<. d al., i 981
Naegeria gruberm ASID. PM Cirií ‘yaití & i3ov¿E. 1982
PAísuruín polyoephaluíu AXIl), ClIN. Psi iIAítr & OwrA. 1981: SALTE d ai.. iS69
I’olyspbodiliumn púl/ídumn ClIN 0DzS. 1973
AMI): Actiaíoinicina-D. CI IX: Cicohexinúda: CII: Cíorasífenieol: DAtJ: I)aunoínicina: MLIV: Mitoíniciaia-C: PM:
Puronaacrna
Los niveles celulares netos de ARN decrecen durante el proceso de enquistamiento, tanto en
amebas (Rn/ADA&MURTI, 1972; RUTMCK & WEISMAN, 1973; STIsvENS &PACIILILR, 1973) como en
ciliados (SFNIX) & MATSIJSAKA, 1982; TiBIAS & MARSUALI., 1970) y hongos mucosos (CAIvÍoNIS et al.,
1982; GrríwNs & KARNOVSKY, 1973), al tiempo que se produce la sintesis de ARNm específicos de
dicho proceso. En Diczyostelium la composición de la población de ARNm durante el proceso de
diferenciación y en las esporas ya maduras, muestra que cada estado se caracteriza por la presencia de
distintas especies de ARNm (BIUMBERO & L0ns14, 1980; C.’XMOMs et al., 1982; JACQUI{T et al,, 1981).
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La idea de un turnover de ARN durante procesos de diferenciación se ha sugerido tanto para
el enquistamiento de Acan/hamoeba (WLIsMAN, 1976) como durante la esporulación de
Saccharomyces (HoPPFR, et al., 1974) y Blastocladidlla (JAWoRsKI & THOMSON, 1980). En este
sentido es interesante hacer notar que, al igual que ocurre en otros procesos inducidos por hambre, la
formación del quiste depende completamente de material endógeno, puesto que está ausente cualquier
fuente de energia exógena (GuTIÉRRIZZ, et al., 1990).
La inhibición de la transcripción (mediante el empleo de AMI)) durante el enquistamiento de
Hi~ triculus muscorunz (MATSusAKA & KIMuRA, 1981) y Acanthamoeba caste/lanil (POTIER &
WEISMAN, 1972) sólo se produce durante las etapas iniciales del proceso, sugiriendo que las células
prequisticas son transcripcionalmente activas y esta actividad decrece en fases avanzadas del
enquistamiento, hasta anularse completamente en el estado diferenciado. En amebas, la actividad
específica de las ARN-polimerasas aisladas de células enquistándose se incrementa 1,5 a 2 veces
durante las primeras horas de diferenciación y es reflejo del incremento en la actividad de la ARN
polimerasa II (RUDICK & WEISMAN, 1973; WEISMAN, 1976), apoyando igualmente la hipótesis de una
intensa actividad transcripcional temprana, que decrece gradualmente durante el enquistamiento y cesa
en las últimas fases de éste. También, durante la diferenciación de Dictvostclium, la mayor parte de los
genes se expresan en las primeras etapas del proceso, originando la aparición de un gran número de
nuevas secuencias de ARN poliadenilado. Estos nuevos tránscritos representan el 32% del total de
ARN poliadenilado presente en la célula diferenciándose. El resto de ARN poli(Af corresponde a
especies de ARN presentes en la fase de crecimiento (BLUIvmERG & LODLSII, 1980).
En A, castellanil la síntesis de ARN específicos de enquistamiento se produce también en las
fases iniciales del proceso, al tiempo que se pierden o degradan especies de ARN sintetizadas durante
la fase estacionaria de crecimiento con un balance global de disminución neta del nivel de A.RN total
(STFVENS & PACL IL.I¿R, 1973; WEIsMAN, 1976). RUDICK (1971) señala, en cambio, que la síntesis de
ARNr es necesaria para la diferenciación de Acanihaniocha, precisándose para la formación de
ribosomas.
En Aspergí/Ns nidulans (TIMBLRI.AKL, 1980) los experimentos de cinética de hibridación e
hibridación diferencial sobre genotecas de ADNc, revelan cerca de 1.000 ARNm de secuencia única
y algunos de abundancia moderada, específicos de esporulación (formación de conidiosporas), lo que
representa aproximadamente el 20% del total de ARNm de las células en diferencíacion,
En Physarum po¿vcephalum el proceso de esferulación del microplasmodio lleva consigo
importantes vanaciones en la población de ARNm, y los principales cambios ocurren en las primeras
24 horas tras la inducción por hambre, que es cuando comienzan a acumularse numerosas proteínas
especificas del proceso (Br1u~wR et al., 1986a). Después de 48 horas se detecta la síntesis de un grupo
de proteínas tardías. Los autores clasifican los ARNm detectados durante el proceso en tres clases
diferentes: (a) ARNm específicos de esporulación; (b) ARNm presentes siempre en un nivel constante
y (c) ARNm cuyo nivel se reduce transitoriamente durante la formación de esférulas maduras (como
los ARN que codifican para la actina o proteínas plasmodiales). Existe una cuarta clase de ARNm que
se acumula en las fases finales de la esferulación y que da lugar a un pequeño grupo de proteínas
tardías que aparecen después de 48 horas desde la inducción, una vez que se ha completado la
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formación de las esférulas. Se piensa que dichas proteínas tardías podrian ser necesarias para la
germinación de las esféruias, ya que el tiempo requerido para la germinación se acorta progresivamente
para poblaciones que lleven 24, 36 ó 48 horas diferenciándose (BFRNmR et al., 1 986b).
En ciliados no existen, hasta ahora, datos moleculares que nos indiquen que los tránscrítos
específicos de enquistamiento aparezcan preferentemente en las etapas iniciales del proceso. No
obstante, se ha indicado esta posibilidad dentro de un modelo-hipótesis explicativo del proceso
criptobiótico en ciliados (GUTIÉRREZ et al., 1990).
Existen algunos trabajos sobre donación de ADNc originado a partir de ARNm aislados
durante el proceso de esferulación enPhysarum (BERNER et al., 1986a) que aportan datos sobre estos
ARNm. Los experimentos de hibridación diferencial con ARN poli(A) sobre una genoteca de ADNc
de esférulas de 24 horas, han detectado de 25 a 70 ARNm diferentes, moderadamente abundantes y
especificos de estadio quistico o esférula. Se han encontrado también cuatro ARNm con alto número
de copias y se supone que existen igualmente algunos ARNm de secuencia única dificilmente
detectables con dicha técnica, con un rango de tamaños entre 4S y 165. Las proteínas codificadas por
estos ARNm son, en concordancia, proteínas de bajo peso molecular (14 KD a 351(D). Estos ARNm
son específicos de la esferulación y no se han detectado en ninguno de los demás procesos de
diferenciación del ciclo biológico de Physarum, tales como la aparición de microquistes
(enquistamiento de amebas) o de esporas (esporulación del plasmodio) (BF.RNW:R et al., 1 986b). Los
mismos autores observan que diferentes inductores del proceso de esferulación (sales de hierro o
hambre) conducen a la aparición de los mismos ARNm.
Se ha llevado a cabo el análisis de la secuencia de cuatro ADNc, procedentes de ARN
poliadenilados tempranos de alto número de copias, que representan el 10% del total de ARNm
presentes en esférulas de 24 horas. Dos de estos AUNe presentan un 81% de homología y son
considerados, por tanto, nvembros de la misma familiagénica. Las proteínas codificadas por estos dos
clones [denominadasesferulinas la (248 aa) y Lb (246 aa)] poseen una posible secuencia péptido señal
y una secuencia de N-glucosilación, lo que les hace candidatas a ser glucoproteinas constituyentes de
la pared de esférulas (compuesta de glucoproteinas y polisacáridos). Los otros dos clones codifican
para las proteínas identificadas como esferulinas 2a y 3a (3 1 5 aa y 103 aa, respectivamente); se trata
de proteínas no homólogas que carecen de péptido señal y se piensapodrían actuar como proteínas
estructurales intracelulares en las esférulas (BEm’~mR et al., 1987).
Se ha secuenciado también un clon correspondiente a uno de los ARNm acumulados en los
estadios avanzados de la esferulación (SAVARD et al., 1989), Este ARNm codifica para una proteína
de 332 aa (denominada esferulina 4) que condene también una secuencia péptido señal. Dicha proteína
tiene muchas caracteristicas comunes a proteínas de membrana plasmática. Se piensa que estas
proteínas tardías de los quistes o esférulas no están involucradas, probablemente, en su formación y




El proceso de enquistamiento en amebas, ciliados y hongos, es también dependiente de
traducción proteica ya que, igualmente, mhibídores de dicho proceso metabólico (Cicloheximida,
Puromicina, Cloranfenicol o Daunomícína) ímpiden la formación del quiste de resistencia (Tabla III).
El contenido proteico global de las células enquistándose disminuye (a pesar de la existencia
de biosíntesis de proteinas específicas en las diferentes etapas), probablemente como consecuencia del
proceso degradativo que tiene lugar en el citoplasma de la célula prequistica. En quistes maduros de
Histriculus ,nuscorum esta disminución puede llegar hasta el 60% del valor encontrado en células
vegetativas (SENDO & MAISUSAKA, 1982), y en Colpoda steinhi esta disminución se acerca al 30%
(Tmns & MAitSUALL, 1970).
Además de la disminución generalizada del contenido proteico, el enquistamiento o la
esporuiación se caracteriza por la biosíntesis de proteínas específicas. Esta síntesis ocurre en ausencia
de una fluente nutritiva exógena, por lo que se ha propuesto que debe existir un lurnover proteico que
provea a la célula de los aminoácidos necesarios para la sintesis de estas nuevas proteínas (CIuTÍÉRRvZ
& MARTtN-GONZÁI,ív, 1990; KLAR&HALVoRSON, 1975; WATTS, 1984).
En Mucor racemosus el análisis electroforético bidimensional de los productos proteicos
sintetizados durante la formación de la espora, muestra que la población de estas proteínas acumuladas
difiere significativamente de aquellas biosintetizadas durante la germinación (LiNZ & ORLowSKI, 1984).
En este hongo, todas las traducciones ocurridas durante los primeros 30 minutos de la germinación
emplean como ARNm el ya existente en laespora Algunas de estas proteínas no se detectaron durante
la esporulación, a pesar de la presencia de su mensajero específico. Además, cuando la germinación
se lleva a cabo en aerobiosis (que conduce a la formación de hifas), la población de proteínas difiere
considerablemente de las sintetizadas durante la germinación anaerobia (formación de levaduras), y
ambos procesos se inician a partir de la traducción selectiva de ARNm acumulado en sus esporas (LII4Z
& ORLOWSKI, 1991). Estos resultados implican que debe existir, durante la germinación de este hongo,
un mecanismo de regulación postranscnipcional que dirija selectivamente la traducción.
En Phvsarunu flavicornum (HENNFY, 1985) la síntesis proteica ocurre en los estadios iniciales
del proceso de diferenciación que conduce a la formación de microquistes, coincidiendo con la
iniciación de la formación de la pared quistica.
En las etapas finales del proceso de desarrollo de D¡ctyostelium discoideum se han identificado,
por técnicas de hibridación, entre 700 y 900 especies de ARNm localizadas en polisomas, que son
específicas del estado de preculminación, estado previo a la diferenciación en cuerpo fructifero, que
ocurre 1 8 horas después de la inducción por hambre (JACQUF:T et al., 1981). De hecho, la
diferenciación celular en esporasy células del tallo comienzaya durante la fase de agregación (8 horas
después de la inducción), acumulándose más tempranamente los ARNm específicos de células pre-tallo
(RUTHERFORD et al., 1985).
Así, las proteínas más abundantes de la cubierta de la espora de D. discoideum (SP96, SP7O
y SF60), caracterizadas por electroforesis bidimensional, aparecen a las 14-16 horas del desarrollo del
hongo, en el estado de agregación aún no culminado, y están presentes únicamente en células pre-
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espora así como en esporas y ausentes en las células del tallo (Dr.vn’4L et al, 1982). La proteína SP96
parece estar codificada por un único gen que produce un A.RNm de 2,4 Kb. Se piensa que su expresión
está controlada a nivel de acumulación del ARNm y no a nivel traduccional, ya que existe una buena
correlación entre la cantidad de ARNmpara SP96 y la cantidad de proteína sintetizada, medidas ambas
por inmunoprecipitación con un antisuero policlona] especifico contra SF96 Aunque dicho gen
comienza a transcnbirse en estados avanzados del desarrollo de 1), discoidewn (antes de la detección
de la proteína SP96) su nivel de expresión se incrementa progresivamente hasta la fase de culminación
a las 24 horas, que es cuando el producto proteico alcanza su máxima concentración. Entre esta fase
y la formación de la espora, el nivel de A.RNm SP96 disminuye aproximadamente 10 veces (DOWDs
& LooMIÑ, 1984).
Se han descrito también diferencias significativas (cuantitativas y cualitativas) en la
composición de algunas proteínas ribosomales durante la diferenciación de Dictyostelium (RAMACrOPAL
& ENNLS, 1981). Del total de proteínas, que constituyen los ribosomas, identificadas hasta ahora (12),
dos ffieron específicas de ribosomas de estados ameboides y tres de ellas específicas de ribosomas
presentes en las esporas, siendo las otras comunes a ambos tipos celulares, aunque con ligeros cambios
estequiométricos. Pero todos los ARNm funcionales estaban presentes en los dos estados diferenciados,
por lo que deben estar implicados mecanismos de traducción que controlen la síntesis de varias de estas
proteínas ribosomales durante la diferenciación de I)ictyostelium.
En algunos ciliados se han podido identificar proteínas de pared quistica, bien
electroforéticamente a partir de paredes aisladas como en Histriculus musCorurn (MATsuSAKA &
RoNco, 1984), o bien utilizando anticuemos específicos como en Colpoda inflato (MARTíN-GONZÁLEZ
et al., 1991 b) y en Paraurostv/a sp. (Ríos et al., 1992), En (1 mf/ata se identificaron tres polipéptidos
de 61, 66 y 70 KO que reaccionaban con el antisuero policlonal contra paredes aisladas, que se
localizaron, por inmunomarcaje al microscopio electrónico de transmisión y barrido, tanto en el
ectoquiste como en el endoquiste (NtXRTÉN-GONÍÁLw et al., 199 lb)
En I’araurostvla sp, se han identificado al menos 15 polipéptidos de pared quistica (Ríos et
al., 1989)y a partir de tres de ellos, de pesos moleculares 52,66 y líO KD, se obtuvieron anticuerpos
que permitieron su localización en las diferentes capas quisticas mediante inmunocitoquimica al
microscopio óptico. Los tres polipéptidos reaccionaron con el ectoquiste, pero sólo la banda de 110
KO reaccionó también con el endoquiste (Ríos et al., 1992). No obstante, aún se desconoce qué tipo
de tránscritos codifican para estas proteínas y cuándo surgen durante el proceso de enquistamiento.
Por otra parte, estos anticuerpos contra elementos de pared quistica han sido también muy
útiles para el estudio de la cinética de enquistamiento y la identificación de etapas prequisticas en
Co/pacía ¡nf/ata (BvNíTEZ et al., 1994).
En el hongo Ach/ya (LÉJo~, 1983) se ha identificado también un grupo de polipéptidos de
40 KO que son especificos del proceso de diferenciación a esporas.
Por último, podríamos destacar que en el ciliado Histriculus muscorum se ha detectado la
presencia de tubulina despolimerizada almacenada en el quiste de resistencia (NAKAMURA &
NtvrsusAxA, 1985>. Este acúmulo de proteína podría ser utilizado por el ciliado en el exquistamiento,
sin que se precise nueva biosíntesis de esta proteína (NARAMuRA & MAISUsAKA, 1992b). El
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requerimiento de tubulina durante el exquistamiento es fundamental, ya que II. musCorunl, al igual que
otros ciliados hipotricos, pierde toda la ciliación e infraciliación durante el enquistamiento, Sin
embargo, no existen actualmente evidencias experimentales que aporten algún dato sobre el empleo
de la tubulina almacenada en el quiste. A pesar del conocimiento de que el exquistamiento es
dependiente de síntesis de proteínas (ya que inhibidores de esta síntesis bloquean el exquistamiento),
no se excluye la posible utilización de proteínas preexistentes en el quiste durante dicho proceso.
3.3.4. Cambios en proteínas nucleares y nucleolares
Se han observado cambios cuantitativos y cualitativos en los patrones electroforéticos de
proteínas nucleolares solubles en fenol durante la fase exponencial de crecimiento y el comienzo del
enquistamiento en Acanihamoeba casteilanhí (RUBII’4 et al., 1975) o en la esporulación de Phvsarum
polycephalum (LFSTOC;RULoN & RusCH, 1973). Algunas de estas proteínas desaparecen
completamente mientras otras incrementan o disminuyen su concentración considerablemente. Dichas
proteínas podrían estar relacionadas con el control de la expresión génica nucleolar,
En el ciliado <Jastrostyla steinii (GuYrÉRREZ, 1985) se ha observado que el macronúcleo
quistico contiene 1,23 veces más histonas que el macronúcleo vegetativo y estas historias quisticas son,
aproximadamante, 1 ,59 veces más ricas en arginina que aquellas del macronúcleo vegetativo. Estos
cambios en las proteínas nucleares nos confirman las drásticas modificaciones cromatinicas que se
detectan durante la formación del estado criptobiótíco y que podrían estar involucrados tanto en el
silencio génico que acompaña acualquier estado quiescente, como en la condensación cromatinica que
se da igualmente en este proceso.
Con respecto a esta última característica, observaciones ultraestructurales en Bursaria
trucaneella (TIKIIONI¿Nxo, et al., 1984) muestran que prácticamente toda la cromatina macronuclear
quistica se encuentra organizada en cuerpos densos de 100-300 nm. Estos cuerpos presentan una
cromatina transcripcionalmente inactiva y parecen estar formados por subunidades que corresponden
a nucleosomas. En G.steinii se ha calculado el grado de condensación cromatínica por el método del
bandeo C, y postenor cuantificación espectrofotométrica. Los resultados indican que la condensación
macronuclear quistica es aproximadamente el doble de la existente en una masa macronuclear
vegetativa (GIJrrÉRRvz., 1985).
3.3.5. Actividades enzimáticas
Al igual que sucede con el contenido total de ARN y proteína por célula, durante el
enquistamiento o laesporulación, suele producírse una disminución en la actividad de muchas enzimas,
probablemente como consecuencia tanto de la actividad autofágica como de la disminución en el
contenido de agua citoplasmática.
EnAcantharnoeba castellanil decrecen los niveles celulares de glucógeno durante las primeras
horas de enquistamiento hasta situarse en el 10-20% de los encontrados en fase vegetativa. Se
incrementa, en cambio, la síntesis de celulosa, componente principal de la pared quistica de amebas
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(WEISMAN et al., 1970). Estos resultados indican que el glucógeno celular sirve como precursor de la
celulosa de la pared quistica. La degradación de glucógeno puede asociarse también a un incremento
de dos o tres veces en el AMPc intracelular en poblaciones prequisticas, probablemente debido aun
incremento en la conversión de ATP a ANWc por adeníl ciclasas. Igualmente, RALLADA & Muwn
(1971) han descrito que la capacidad de la ameba Hartinanelía culbertsonii para consumir glucosa se
incrementa cuatro veces en las primeras horas de enquistamiento. Al mismo tiempo, se detecta un
incremento en las actividades específicas de celulosa sintetasa, hexosafosfato aminotransferasa y
UDPG, y una disminución de la actividad enzimática de hídrogenasas, consecuencia probable de la
falta de degradación de nutrientes,
En ACanthamoeba, SKRDLANT & WEISMÁN (1976) encuentran que las actividades glucosil
transferasas decaen durante el enquistamiento a la mitad o a la cuarta parte del valor medido presente
en formas vegetativas, indicando una disminución en la síntesis de glucolípidos y, probablemente,
glucoproteinas con respecto al ciclo crecimiento-división.
En varias especies de amebas (A. caste/lanii, A. ji’alestinensis y Naeg/crit? gruberil) se ha
detectado actividad polifenol-oxidasa en células prequisticas (SYKEs & BANiD, 1985). Esta actividad
enzimática se ha localizado en lapared quistica, en el citoplasma y en el medio extracelular, Aunque
no se conoce con exactitud la función de esta enzima, se piensa que podría tener relación con la
resistencia del quiste frente a agentes químicos o fisicos,
Algunas enzimas con probable localización lisosomal decrecen igualmente en su actividad
durante el enquistamiento de ciliados y amebas. Estos datos enzimáticos podrían contradecir las
numerosas observaciones sobre autofagosomas que surgen específicamente durante el enquistamiento
(GRIMvS, 1973; GuTÚ:RRLz &PÉREX-SJJ.vA, 1983; MATSUSAKA, 1976; 1979; MCARDJ~ eta]., 1980),
lo cual implicaría un mcremento de laactividad enzimática lisosomal. Sin embargo, la disminución de
actividades enzimáticas como dipeptidásicay aminoácido-oxidasa en Urostyla caudata (PICON, 1961)
y fosfatasa y proteinasa ácidas en Ifistriculus muscorum (SPNIo & MATSUSAKA, 1982), se basan en
actividades totales que no reflejan con exactitud las actividades enzimáticas in vivo. Además, en 1!
muscorum (SENDo & MATSUSAKA, 1982), durante la fase de enquistamiento donde aparecen los
autofagosomas (etapa 1). la actividad de ambas hidrolasas ácidas no decrece, Todos estos datos
sugieren que la actividad autofagosómica se concentra en las primeras fases del enquistamiento,
inactivándose posteriormente la mayoría de las actividades enzimáticas lisosomales.
Igualmente durante el enquistamiento de A. castellanii la actividad de tres hidrolasas
lisosomales (fosfatasa ácida, I)Nasa y RNasa> disminuye (M=xwnN& BYILRS, 1976), coincidiendo con
los resulados de TuJ3us y MARSI-LALL (1970), que han detectado una reducción en las actividades
fosfatasa ácida y RNasa durante el enquistamiento de Colpoda steinii. Aunque el nivel de actividad
total de fosfatasa ácida disminuye, IVkRTRJ y BYERS (1976) han encontrado un incremento transitorio
en la actividad específica de la enzima que contribuye a una degradación proteica más rápida durante
las primeras horas de enquistamiento. De hecho, GRwvíTus & BOwEN (1969) aunque no encontraron
un incremento de los niveles de fosfatasa ácida en amebas enquistándose, detectaron un incremento
significativo de la actividad de la enzima, Los autores concluyen que el proceso degradativo que tiene
lugar durante el enquistamiento se debe a la activación de enzimas hidrolíticas encontradas en
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compartimentos sedimentables, pero parece poco probable que sean consecuencia de la liberación al
citoplasma de dichas enzimas.
LASMAN (1 967) sugiere que e] incremento en fosfatasa ácida durante la diferenciación de
Mayorella palestinensis está asociado a un incremento en la actividad biosintética, necesaria para la
formación de la pared quistica y relacionada igualmente con la reabsorción de orgánulos o el
almacenamiento de sustancias de reserva.
Como indican KILLJCK y WRIGHT (1974) para la diferenciación de J)ic¡yoselium, los cambios
enzimáticos podrían estar provocados por mecanismos diferentes: cambios en los niveles de
concentración enzimática, modificación de sus propiedades cataliticas o cambios en el nivel de
actividad y fenómenos de descompartimentalización. Las únicas actividades enzimáticas susceptibles
de sufrir cambios en el nivel de actividad en este eucariota (detectadas mediante técnicas
inmunocitoquimicas) han sido: UDPG, glucógeno fosforilasa y N-acetilglucosaminidasa. Muchas otras
enzimas muestran cambios en su concentración celular como resultado de procesos degradativos, o
más raramente como respuesta a cambios en los niveles de síntesis (RuvíwRí>ORD et al., 1985). Así por
ejemplo, el empleo de inhibidores de traducción durante el enquistamiento de Ji. inuscoruin ha
revelado que en este ciliado se produce sintesis de novo de proteinasa ácida (SnNix:’ & MAísus.~xA
4982),
Todos estos resultados que implican una disminución global en diferentes actividades
enzimáticas son concordantes con la inactividad metabólica característica que se alcanza en el estado
final diferenciado o quiste de resistencia.
3.4. Genes y regulación géníca
Parece probable, como sugieren algunos autores, que los genes expresados diferencialmente
durante cualquier programa de desarrollo o diferenciación celular se agrupen en tres categorías: genes
que se activan durante la diferenciación, genes que se cierran o inactivan y genes que muestran
actividad relativamente constante, tanto durante el crecimiento vegetativo como durante el proceso de
diferenciación celular (GIJTnIRREZ et al., 1990; RowEKx~P & FIRIEI., 1980).
No obstante, tanto en protozoos (amebas y ciliados) como en hongos se conoce muy poco a
cerca de los factores que intervienen en la apertura o cierre génico durante los procesos de
diferenciación que conducen a la aparición de formas de resistencia.
Existen muy pocos datos sobre la localización y estructura de los genes específicos de
enquistamiento, esferulación o esporulación en microorganismos eucariotas. Sólo hemos encontrado
un trabajo en Polysphondvl¡um pa//iduin (FRANCIS & RuP¡XR, 1983) sobre mutantes incapaces de
diferenciarse a microquistes. Los cruces entre amebas mutantes apoyan la hipótesis de que el
enquistamiento y la agregaciónlfi-uctificación en hongos mucilaginosos están controlados por grupos
diferentes de genes.
MI<:nDy eta]. (1983) han estudiado algunos de los factores que activan o modulan la expresión
génica durante la diferenciación celular del pseudoplasmodio deDictyostelium. Existe una expresión
diferencial de genes en células precursoras de esporas y tallo, inducidos por diferentes factores. En
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células precursoras de esporas el AMPc se requiere para el mantenimiento de Ja expresión génica, y
además estimula la expresión específica para este tipo celular en fases tempranas, por lo que se piensa
que es uno de los factores necesarios para la inducción de dichos genes. Posteriormente, se han
identificado otros genes (también específicos de pre-esporas) que no son inducibles por AMPc y cuyos
productos de transcripción se inducen y acumulan en la célula por contacto celular en la fase de
agregación (RUTIIERFORD et al., 1985).
Es posible también, como sugieren RowEKAMP&FWTI:I. (1980) que la síntesis de unagran
cantidad de proteínas específicas en un espacio muy corto de tiempo, requiera la transcripción
simultánea de varios genes. Es importante igualmente destacar que, al menos en .t)iclyosleliz¡m, la
mayoría de los genes regulados durante procesos de diferenciación son genes de copia única.
BLuMBvR~ & LODISI 1(1980) han detectado la expresión de un gran número de genes durante
el desarrollo de Dictyostelium, la mayor parte de los cuales se expresan al comienzo del proceso. La
expresión de lOO a 150 de estos genes es a nivel multicopia (80-100 copias por célula), mientras el
resto (300 genes) expresan únicamente 5 copias por célula.
El estudio de mutantes deficientes en agregación durante la diferenciación de Dictyostelium
ha permitido, tanto identificar algunos de los genes vegetativos que se desactivan, al comienzo del
programa de desarrollo, como establecer dos diferentes mecanismos posibles de control, uno
dependiente y otro independiente de biosintesis proteica (SINGJriON et al., 1988),
En todos los procesos de diferenciación que conlíeva la formación de estados criptobióticos,
tanto en microorganismos procariotas como eucariotas, se da una secuencia temporal de
acontecimientos, lo cual ha servido para diferenciar etapas o fases del proceso. Muy probablemente
esta secuencialidad implica una expresión génica igualmente secuencial, siendo cada etapa dependiente
de los productos génicos de las anteriores.
Esta idea de secuencialidad ligada al proceso de diferenciación ha sido ampliamente utilizada
a la hora de elaborar modelos que expliquen complejos procesos de diferenciación como la
esporulación en Bacilus subhhis y el desarrollo de cuerpos fructíferos en mixobacterias o en
Dictyosle/íum. En protozoos (tanto en amebas como en ciliados) esta potencial secuencialidad de la
expresión génica es sólo evidente de una forma indirecta a partir de la aparición de los diferentes
productos génicos o actividades enzimáticas que van surgiendo en las distintas fases. Este hecho se
observa en ciliados hipotricos que presentan paredes quisticas complejas (hasta cuatro capas distintas)
donde laaparición secuencial de los diferentes precursores de pared alo largo del enquistamiento, nos
indica indirectamente una posible expresión génica secuenciai (GuTílúuwz et al., 1 983b).
En cualquier caso, no conocemos aún absolutamente nada sobre la regulación génica (apertura
y cierre de genes), la presencia de efectores internos que respondan a señales exógenas, o la potencial
secuencialidad de la expresión de genes que se puedan presentar durante el enquistamiento de
protozoos, y más concretamente de ciliados,
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Según acabamos de describir en esta introducción, existe poca información general en tomo
al enquistamiento en ciliados. Y esta escasa información es practicamente inexistente a nivel molecular.
No se ha identificado hasta ahora ningún gen relacionado con este proceso de diferenciación celular
en ciliados, a diferencia de lo que ocurre, por ejemplo, en hongos, donde existen algunos genes
caracterizados, incluso a nivel de su regulación, como ya hemos expuesto.
El objetivo principal, por tanto, era tratar de caracterizar los nuevos tránscritos biosintetizados
durante el enquistamiento de (1 mnflata que, probablemente, nos permitirían posteriormente
caracterizar genes específicos o, al menos, involucrados en el proceso. De esta forma, aunque la etapa
inicial consistia en el estudio del conjunto de moléculas de ARNm en etapas tempranas del proceso de
diferenciación (fases prequistícas), el objetivo fundamental ha sido la búsqueda de alguna sonda
derivada de algún gen, relacionado con el proceso de enquistamiento, con objeto de utilizarla para el




1. MATERIAL VIVO Y VECTORES DE CLONACIÓN
1.1. Colpoda inflata
El ciliado (‘o/podo ¡nf/ata (estirpe HSL- 1; clon CII 43), fue amablemente suministrado por la
doctora E. Simon (University of Illinois, Urbana-Champaign, USA). Se encuadra dentro del Filo
C¡/iophora, clase (‘olpodea (FGISSNH?, 1993), del cual (o/poda representa el género tipo.
1.2. Estirpes bacterianas
Enterobacter acrogenes (CECT 684) procede de la colección española de cultivos tipo
(CECT). Se utilizó como componente del medio monoaxénico para el crecimiento de (‘a/podo
¡nf/ata.
~ Escher¡ch¡a cali cz-DH5 (Hx’4NMt~, 1983): supE44, hsdRl7, recAí, endAl, gyrA96, thí-l.
relAl. Estirpe bacteriana utilizada parael clonaje en pUC 18.
Jtiícher¡chia cali JMIOI (MEsSING, 1979): supE44, thi-l(lac-proAB), F’[traD36, proAB’,
~ IacZAMI5 Estirpe bacteriana utilizada para el clonaje en pUC 18.
I&schcrichia cali C600 (YOuNG & DAvifis, 1983): supE44, hsdR, thi- 1, thr- 1, leuB6, lacY 1,
tonA2 1. Estirpe empleada para la titulación y propagación del vector Xgtl 0. Esta estirpe
permite diferenciar halos de lisis parentales (halos claros) de los halos recombinantes (halos
turbios).
Escherichia cali C600hfl (YouNo &DAvfl:s, 1983): La mutación lifilSO (mutación de alta
frecuencia de lisogenia) permite seleccionar únicamente fagos recombinantes de Xgt 10 y se
emplea, por tanto, para la amplificación de la libreria de ADNc.
1.3. Vectores de donación
pUCJS (YÁNÍSCFI-PERRON et al., 1985): Se ha utilizado un vector desfosforilado digerido con
Sma 1 (concentración 50 ng/mI, Phurrsacfs). Dicho plásmido carece del gen rop, localizado
junto al origen de replicación y que está relacionado con el control del número de copias.
Como resultado de ello dichos plásmidos presentan un alto número de copias por células (500-
700 copias), El tamaño del vector pUCIS es 2.686 pb.
‘ ~tiO (Hu’tNH eta] , 1985): Se empleó un vector desfosforilado (imn434 b527, 1 ~Sc~g4)
digerido con EcoRI (concentración 0,5 pg/pl). Es un vector utilizado para la construcción de
librerías de ADNc y librerías genómicas. El ADN parental de XgtlO es de aproximadamente
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43 kb y presenta una capacidad de donación de hasta 7,6 Kb.
2. MEDIOS DE CULTIVO Y TAMPONES UTILIZADOS
2.1. Medio CO,25E1
Medio para el crecimiento de Ca/pat/a ¡nficua. El medio CO,25E 1 se prepara con una solución
acuosa al 0,25% (p/v) de Cerophyll (Ágss), sometiéndose a ebullición (5 minutos) y filtrado, tras lo
cual se tampona a pH 7,9 con RNa2 PO4 12 H20. Se esteriliza en autoclave (121 0C) durante 20
minutos.
Se adiciona una suspensión bacteriana de Enterabacter acragenes al 1% (y/y) de un cultivo
previamente crecido a 28’C en Cerophyll y mantenido a 4’C. constituyendo así un medio
monoaxéníco.
2.2. Medios de cultivo bacterianos
Todos los medios descritos se han preparado según se indica en SAMI3ROQK et al (1989)
Medio LB (Luna Bertani
)
Medio para el crecimiento de las estirpes bacterianas Eseherichia ca/i C600 y C600
Hfl Justo antes de su utilización el medio se suplementa con maltosa al 0,2% y MgSO
4 10
mM
Cuando se cultiva la cepa C600 Hfl se añade tetraciclina ( itt;- s) a una
concentración final de 15 pg/ml. Las placas así preparadas se almacenan en oscuridad a 4’C.
Medio SOB
Medio utilizado para el crecimiento de la cepa bacteriana E. cali cz-DH5. Tanto el
medio líquido como el medio sólido se suplementan con MgSO4 20 mTVI y ampicilina (¿:cvnl)
a una concentración final de 50 pg/ml.
Medio IB <acar de cobertura
)
Medio para el desarrollo de los halos de lisis del fago lambda, constituido por triptona
(1%), NaCí (0,5%) y agar (0,8%). Se esteriliza en autoclave y se suplementa antes de su
utilización con MgSO4 10 mM.
2.3. Tampones utilizados
• Tampón de enquistamiento
El tampón utilizado para la inducción de enquistamiento de Colpada in//ata fue
Tris/HCI 10 mM (pH 6,8),
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• Tampones TM y SM
Ambos tampones se emplean para la resuspensión y almacenamiento del fago lambda
y están descritos en S¡XMBRoOK eta]., 1989.
• Tampones de Proteinasa-K
Se han empleado dos tampones para Proteinasa-K (BS.ú~tLúiss< y;’ n “zj, ambos con
idénticos resultados:
- 50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 20 mM EDTA
- 100 mM NaCí; lO mM Tris/lICI; 25 mM EDTA; 0,5% SDS; (pH 8,0)
• Tampones para otras enzimas
Todas las enzimas con las que se ha trabajado (incluyendo enzimas de restricción) han
sido suministradas por varias casas comerciales (Izs’r :=:
y los tampones para cada una de ellas fueron suministrados también por la misma casa o bien
preparados de acuerdo a lo descrito en manuales generales (SAMI3ROOK et al., 1989).
3. METODOS DE AISLAMIENTO DE ARN TOTAL Y MENSAJERO
3.1. Aislamiento de ARN total
Para el aislamiento de ARN total de estados vegetativos, prequistícos y quistes de resistencia
de (‘o/pat/a ¡nf/ata se partió de cultivos crecidos en medio CO,24E1 a 280C durante 24 horas. Los
volúmenes de cultivo para cada una de las extracciones se muestran en la Tabla III.
Tabla III: Volúnienes de cultivo utilizados para lasextracciones de ARN
AISLAMIENl’() VOHJMEN DE CULIlVO (mí) NUMERO DE (IiIÁJLAS
Vegetativos 400 1.2 x lOs
1>zcquisticos 800 2,4 x it
Quistes de resistencia 800—1600 2,4 — 4.. x los
Para las extracciones de ARN totales de células en fase vegetativa los cultivos se
centrifugaron a 500g (centrífuga Selecta, Centronic) durante tres minutos, lavándose varias veces en
tampón de enquistamiento y las células fueron resuspendidas en un volumen adecuado de tampón de
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ruptura de composición variable según el método utilizado (Tabla IV), manteniéndose durante una o
dos horas en hielo y procediendo después con el protocolo de extraccion.
• Para las extracciones de ARN total de células en fases prequisticas se procedió de igual
manera, pero las células se resuspendieron en un total de 60 ml de tampón de enquistamiento y se
distribuyeron en 12 tubos estériles, manteniéndose a 28 0C durante el proceso de enquistamiento, A
partir de esos tubos se obtuvieron muestras a diferentes tiempos desde 12 horas hasta un máximo de
72 horas.
Las suspensiones celulares obtenidas de estas muestras se centrifugaron de nuevo y el
precipitado se resuspendió en el tampón de ruptura (Tabla IV). Para la lisis de las células prequisticas
se utilizó un método de ruptura mecánico (homogenizador manual), en frío, y controlando siempre el
grado de ruptura al microscopio óptico, alcanzándose máximos de aproximadamente un 60-70%.
Tabla IV: Métodos utilizados para el aislamiento de ARN total
MÉTODO L4MPONDE RUPTURA REFERENCIA
Tiocianato de guanidñia
Fenoh/Clorfonno
Tiociariato de guanidina 4 M
Citrato sódico 2.5 mM (ph 7,0)
Sareosil 0.5%
2-~-nercaptoetanol 0.1 M
CIRAiCZYNSKI & SÁcciii. 1987
liCí
‘liocianato de guanidína 5 M
EtnA ío mM
Sareosil 1%
Tris/IICI 50 mM (ph 7.5)
2-13-mercaptoetanol 8% (vN)
CA’rWXLA et al.. 1983
En el caso de quistes maduros de C ¡nt/ata se combinó un tratamiento enzimático y otro
mecánico, controlándose de igual manera el grado de ruptura. La suspensión quistica (mantenida en
tampón de enquistamiento a 280C durante al menos un mes) se resuspendió en 2-3 volúmenes de una
solución 10 mg/ml de Proteinasa-K y se mantuvo 24 horas a 50-600C, tras lo cual se añadió un
volumen igual de tampón de ruptura, homogeneizándose en frío.
Se han utilizado dos métodos de aislamiento de ARN total que se indican en la Tabla IV donde
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se indica también lacomposición del tampón de ruptura celular para cada método. En. ambos casos se
emplea tiocianato de guanidina como agente desnaturalizante e inhibidor de RNasas (Civm«~wm et al..
1979).
• Método de isotiocianato de tmanidina-fenol-cloroformo
Se ha empleado el método de CHOMCZYNSK y SAcan (1987) con un Iúi de la casa
comercial ‘i1orÉ&Át, adaptándolo a volúmenes máximos de 2 ml
• Método del LiCI
Se ha seguido el método descrito por CATIL.XLA et al. (1983), reduciendo los tiempos
de precipitación en LiC] a un máximo de tres horas y adaptando e] protocolo a tubos con un
volumen máximo de 5 ml. Antes de laprecipitación en etanol se añadió un paso de extracción
con cloroformo, dos con fenol-cloroformo y un último paso, de nuevo, en cloroformo.
3.2. Aislamiento de la fracción poli(Af
Para llevar a cabo el aislamiento y purificación de la fracción poli(Af (ARNm) de estados
prequisticos y quistes de resistencia de Calpoda ¡nf/ata se partió de muestras de ARN total de cada una
de las fases descritas, excepto en el caso de extracción de ARN poli(AY de forma directa, en el que
se utilizaron cultivos celulares preparados según se describe en el apartado 3.1. Los procedimientos
empleados y las casas comerciales que suministraron los kits utilizados se describen en la Tabla V.
• Cromatot=rafiaen columnas de oli2o(d’fl-celulosa
Se han utilizado dos Ñus comerciales basados en este sistema. Las columnas olígo(dT)
preempaquetadas suministradas por N¿ 1~t~í.,1Ñ permiten la purificación de la fracción poly(A’)
de ARN, utilizando como fuente ARN total aislado por cualquier otro procedimiento.
El kv comercial de Súnúrní~ Á está diseñado para la purificación directa de ARN
poliadenilado obviando el paso intermedio de purificación de ARN total. Inicialmente, las
muestras de células vegetativas, prequisticas o quistes de resistencia preparadas según se ha
descrito (apdo. 3,1.), se homogeneizaron en solución tamponada con alta concentración de
isotiocianato de guanidina. El extracto se diluyó tres veces para reducir la concentración de
dicho compuesto de modo que permita una eficiente formación de puentes de hidrógeno entre
las fracciones polí(A) de las moléculas de ARNm y las columnas oligo(dT) celulosa.
• Sistema biotina-estreptavidina
Este sistema emplea un cebador oligo(dT) biotinilado que híbrida con alta eficiencia,
en solución, con la región poliadenilada de los nuevos tránscritos biosintetizados. Dichos
híbridos son capturados empleando partículas paramagnéticas acopladas a estreptavidina. El
ARNm se eluye de la fase sólida por simple adición de agua libre de ribonucleasas.
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Tabla V: Métodos utilizados para el aislamiento dc ARN poli(A~





HHtAfl~LAYflA Aviv & ilIDER, 1972
Colunmas Oligo-dí CLCHTEt2 Aviv & LEoER. 1972
Biotiua/estreptíiidina KCt~úA
33. Medida de la concentración y pureza
La concentración de ARN fue medida por absorbancia a 260 nm, empleando la fórmula:
[ARN] = A260 x O x 40 p,tg/ml
1) factor de dilución
El grado de pureza se calcula según larelación entre las absorbancias a 260 y 280 nm y debe
aproximarse a 1,8 ó 2,0. Valores inferiores a los señalados pueden indicar contaminación con proteínas,
Todas las muestras (ARN total y ARN poli(A)t) fueron almacenadas a -70’C en etanol
absoluto con adicción de 1/lO del volumen de acetato sódico 3 M (pH 5,2) o acetato potásico 2 M (pH
5). A esta temperatura las muestras son estables durante varios años.
4. SíNTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO
4.1. ADN complementario a poblaciones de ARN total y mensajero
Para la síntesis de ADNc se ha utilizado ARN total y mensajero empleando un ¡<it comercial
de la casa tkcnseg& Se ha seguido el método descrito por OKAYAMA y BF:RG (1982) y modificado
posteriomente por OtJBLER y HoFFMAN (1983).
Los métodos de obtención y características de cada una de las muestras de ARN utilizadas para
la síntesis de las poblaciones de ADNc se muestran en la Tabla VI.
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Coiun,r,as otigo<d’i> lO ‘7
Quistes de resistencia ‘iiocianaio de guanidinaFnoictorofon,,o Hiotiinestreptnvidiiia 3 4
Medida especlrotótométrica
Para la síntesis de la primera cadena se ha utilizado un cebador oligo(dT) de 15 b que se une
específicamente a la región poly(A) del extremo 3’ de las moléculas de ARNm eucariotas, La
proporción cebador/ARN se mantuvo en una relación constante para todas las poblaciones (0,5 pg/pg
ARN). La síntesis de ADNc mediante transcriptasa inversa (AMV) (LS U/pg ARN) se realiza en
presencia de pirofosfato sódico (4 mM) que reduce la formación de horquillas en el extremo 3’ de la
nueva cadena de AUN sintetizada (KiMMFI. & BERGER, 1987). Se utiliza RNasina como inhibidor de
ribonucleasas tipo A (1 U/Mí). Este paso evita la digestión de la horquilla monocatenaria con nucleasa
Si, necesario cuando se utiliza el protocolo tradicional de síntesis (se/f’primed). Esta digestión es dificil
de controlar y puede causar una importante pérdida de infonnación del extremo 5’ dei AR.N mensajero.
La síntesis de la segunda cadena de ADN se lleva a cabo directamente sobre los productos de
la primera reacción sin necesidad de extracción ni precipitación. Se utiliza RNasa H (8 x 1 o-~ U/pl) para
crear mellas en la cadena de ARN del hibrido formado, que proporciona cebadores ARN con extremos
3’OH para la síntesis de la segunda cadena con la AUN polimerasa 1 de E. ca/i (0,23 U/pl). Tras una
breve incubación con la AUN polimerasa del fago 14 para eliminar cualquier extremo 3’ protuberante
las muestras de las diferentes poblaciones fueron extraídas mediante fenollcloroformo, precipitadas en
etanol y resuspendídas en TE, manteniéndose sin alteración durante largos periodos a -200C.
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La concentración del ADNc obtenido fre medida por absorbancia a 260 nm (1 unidad de
A260 ,,~ 50 pg/ml). Los valores obtenidos se muestran en laTabla VI.
No obstante, la utilización de este protocolo puede producir también la pérdida de algunos
nucleótidos del extremo 5’ del ARNm (SxvmRooK et al., 1989) durante la síntesis de la segunda cadena
ya que, en ocasiones, algunas de las mellas creadas pueden estar muy próximas al extremo 5’ de la
cadena, generando un cebador de ARN demasiado pequeño para permanecer unido a la cadena de
ADN formada,
4.2. ADN complementario a ARN aislado de geles de agarosa
Para la síntesis de AUNc a partir de AiRN aislado de geles de agarosa, las muestras de ARN
extraídas de las bandas (apdo.7.2) se secaron al vacio y se resuspendieron en un pequeño volumen de
agua bidestilada estéril. El cebador utilizado fue también un cebador oligo(dT) de 12-18 b
(Lis’tsjsvy.)
Una vez producida la unión del cebador a la molécula de ARN (lO minutos a 65’C), se
añadieron 20 U/pl de transcriptasa inversa (AMV) (1 11, It), utilizando igualmente RNasína (2 U/A)
como inhibidor de ribonucleasas. La reacción se incubó a 37
0C durante una hora. No se llevó a cabo
la síntesis de la segunda cadena de ADNc ni se hidrolizaron las moléculas de ARN. Las muestras,
conteniendo [os hibridos ADNc : ARN se secaron al vacio y se resuspendieron en TE para ser
posteriormente amplificadas por PCR <apdo. 13.7).
5. TÉCNICA DE HIBRIDACIÓN SUSTRACTIVA
5.1. Preparación de muestras
Las muestras de ADNc de poblaciones prequisticas de 12 y 18 horas unidas a adaptadores Eco
Rl, fueron amplificadas por PCR empleando los cebadores E03 (Programa 1/04), y E04/E05 (9:1)
(Programa 1/02) respectivamente, en las condiciones que se describen en el apartado 13.2. Las muestras
amplificadas en ambos casos fueron purificadas y concentradas por extracciones fenol/cloroformo y
precipitación en isopropanol (SXvÍJ3ROOK eta]., 1989), El AUNc fue resuspendido en TE y cuantificado
espectrofotométricamente (concentraciones de 0,4 gg/pl y 0,5 ng/pl para 12 y 1 8 horas
respectivamente, con un grado de pureza cercano a dos en ambos casos).
5.2. Fotobiotiniazión de ADNc
El protocolo utilizado para la fotobiotinilización es una modificación del descrito por SIVE y
Jouw (1986), lO pg de cada una de las poblaciones de AUNc se mezclaron con 60 pg de acetato de
fotobiotina (Zr.rthrcg~ún’) y se irradiaron con una lámpara solar (275 W) durante 20 minutos en hielo.
La fotobiotina que no se incorporó se eliminó por adición de Tris 0,1 M (pH 9) y extracciones
sucesivas (4 veces) con una solución acuosa saturada de 2-butanol El AUNc fotobiotinilizado (ADNc-
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Fb) se precipitó en etanol y el precipitado (de color marrón) se resuspendió en 15 gí de agua estéril.
5.3. Hibridación sustractiva
Las mezclas de hibridación se prepararon en un volumen total de 40 pl en proporción 15:5
(AUNc-Fb ADNc) que representa, aproximadamente, 10 gg de ADNc marcado frente a 500 ng de
ADNc no marcado, De este modo se prepararon dos mezclas de reacción: l2~ (ADNc-Pb 12 h: ADNc
18 ti) y l8i~(ADNc~Fb 18 ti . AI2Nc 12 ti). Ambas mezclas fueron coprecipitadas separadamente con
etanol/acetato sódico y, posteriomente, resuspendidas en 4 pl de agua estéril más 4 pl de tampón de
hibridación <NaCí 0,9 M; HEPES 25 mM (pH 7,5); EDTA 5 mM, SDS 0,1%). Se desnaturalizaron a
1 000C (1 minuto) y la hibridación se realizó a 65 0C (40 horas).
La unión de estreptavidina (10 jtg, Ifirr-r=tkgz) se produjo en presencia de NaCí 0,38 M,
HEPES/EDTA 5 mM (incubación lO minutos a temperatura ambiente). Las extracciones con
fenol/cloroformo (F/C) y ¡-LEPES/BUTA lO mM; NaCI 0,5 mM (1-IENa) permitieron recoger la fase
acuosa que contiene el A.DNc no hibridado. La adición de estreptavidina y las extracciones F/C y HENa
se repitieron una vez más. Finalmente el volumen total obtenido de las fases acuosas se precipitó en
etanol/acetato sódíco en presencia de lOO pg de ARNt. Las poblaciones de ADNc no hibridado se
resuspendieron en 25 pl de TE y posteriormente fueron amplificadas por PCR y analizadas en geles
de agarosa.
6. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS
6i. Electroforesis de ARN
Las electroforesis de ARN totales o mensajeros se realizaron en geles de agarosa (Y¿fr±t=K)y
agarosa de bajo punto de fusión (1? :n~Iizs~) al 1-1,5% empleando formaldehído 0 66 M 0 ‘h~:t=)como
agente desnaturalizante (SAMI3RooK et al., 1989). Se aplicaron voltajes de 5-lO V/cm durante 3-4
horas. Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio (EtBr, 1 pg/ml).
Como marcadores de tamaño molecular se utilizaron ARN ríbosómico (165 y 26S de
Escherichia cali Ci~z~ttz~~) y marcadores de ARN (L<tsi~g ) de rango 9,4 a 0,3 Kb.
Los geles fueron observados utlizandoluz ultravioleta de 302 nm (transiluminador LKB 2011,
P ~aumn.1 ) y se fotografiaron empleando un sistema Polaroid CU-5 (películaPolaroid 667)
6.2. Electroforesis de AUN
Las electroforesís de AUN se realizaron en geles de agarosa (1 a 2%) en tampón TAE como
se describe en SAMI3ROOK et al. (1989). Los geles se corrieron a 4 y/cm durante aproximadamente tres
horas. Los geles se tiñeron igualmente con EtEr (1 pg/ml).
Los marcadores de tamaño molecular empleados fueron: M-lIy M-VI (D.t>é=li.gs)con rangos
de tamaño molecular de 23 - 0,125 Kb y 2,1 - 0,154 Kb respectivamente, también se utilizó otro
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marcador con rango de 12 - 0,154 Kb (ÉÉFI Lz.). Los geles se fotografiaron según se indica en el
apartado anterior
7. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE BANDAS AISLADAS DE GELES DE AGAROSA
7.1. Aislamiento de bandas de ARN
Las bandas con el ARN que nos interesaba recuperar fueron aisladas de geles de agarosa de
bajo punto de fusión en condiciones desnaturalizantes, empleándose en este caso sólo la mitad de la
concentración de formaldehido con respecto a las electroforesis de ARN que se han descrito (apdo.
6,1), ya que se ha encontrado que este agente desnaturalizante puede omitirse en esta clase de geles
sin afectar a la separación electroforética de las moléculas de ARN (YIN-CHANG & VU-CIIENO, 1990),
manteniendo la cantidad indicada previamente para el tampón de corrido, El ARN de las bandas se
recuperó usando el mismo protocolo que para la extracción de AUN (SAMBROOK et al. (1989).
7.2. Aislamiento de bandas de ADN
Para la recuperación del ADN de bandas obtenidas de geles de agarosa de bajo punto de fusión
se ha seguido el método descrito por SAMBROOK et al., (1989). En ocasiones se han empleado tubos
Eppendorf comerciales conteniendo un gel separador de fases (Phase Lock GelL¡ght ± , kB), que
optimiza la recuperación de ácidos nucleicos de la fase acuosa, ya que la fase organica y la tnterfase
son atrapadas en dicho gel. En este caso se emplean dos pasos más con respecto al método estándar:
extracción con fenol-cloroformo-isoamílico (25:24:1) y extracción cloroformo-isoamilico (24:1).
8. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS Y HALOS DE LISIS A FILTROS DE
NYLON
ti. Transferencia de ARN (Northern hlot)
Las muestras de A.RN total fraccionadas por electroforesis y teñidas con EtBr fueron
transferidas por capilaridad a membranas de nylon no cargadas (Hybond-N, Krner~its&É) y membranas
de nylon~ (B.úeffifr~g~r) (SAMI3RooK et al., 1989). La transferencia en ambos casos se realizó durante
un máximo de 24 horas y el ARN fue fijado al filtro mediante un doble sistema: secado del filtro a
8O’C (hasta un máximo de dos horas) y exposición a luz ultravioleta (254 nm) durante 3 minutos
(Spectrolinker XL-l0O; Spectronics Corporation). Los filtros fueron almacenados en sequedad a 4”C
hasta su posterior utilización.
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8.2. Dol hior de ARN
Todas las preparaciones de dot blot de ARN se han realizado sobre filtros de nylon según el
protocolo descrito por DYSÚN (1991) empleando ARN total (0,5 a 20 pg por muestra) en alícuotas de
2 pl depositadas de forma manual. Los filtros así preparados fueron secados al aire y fijados por
irradiación con luz ultravioleta en las condiciones descritas (apdo. Sí).
8.3. Transferencia de ADN (Southern blot)
Cada una de las poblaciones de ADNc unidas a adaptadores Eco Rl fue amplificada empleando
el cebador E03 (apartado 13.3) y una alícuota de cada una de las muestras purificadas (27-35,5 pg)
fUe fraccionada por electroforesis en geles de agarosa (1,5%) en TAE. Los geles fueron visualizados
por tinción con EtBr, fotografiados y posteriormente sometidos a desnaturalización y neutralización
(SAMl~RooK et al., 1989). La transferencia a filtros de nylofr se realizó por capilaridad según describen
los mismos autores durante 18-20 horas. Los filtros fueron entonces secados a 60-800C durante 15-20
minutos y el ADN se fijó por luz ultravioleta durante 3 minutos. Los filtros se guardaron en sequedad
a 41?.
8.4. Dot blot de ADN
Las muestras purificadas de ADN se colocaron sobre filtros de nylon siguiendo el método
descrito por DYSÚN (1991), aplicando manualmente desde 1,6 a 5 pg de AIIJN por muestra. Una vez
depositadas las muestras, los filtros fueron directamente secados al aire y fijados por irradiación
ultravioleta, sin pasos previos de desnaturalización. Se almacenaron a 41?.
8.5. Transferencia de halos de lisis
Los fagos, aislados y mantenidos en SM/cloroformo a 41? o en SMIDMSO a -201? se
aplicaron directamente sobre los filtros de nylon (previamente bañados en agua bidestílada estéril> en
alícuotas de 2 pl hasta un volumen máximo de 15 pl por muestra, que representa, como media, 4-5
x 1 o~> ufp. Posteriormente, los filtros son desnaturalizados, secados y fijados según se describe en el
apartado 8.3.
9. MARCAJE DE SONDAS DE ADN
9.1. Marcaje radiactivo
El marcaje radiactivo se ha llevado a cabo por extensión de cebadores (hexanucleótidos) al
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azar, randorn prinied, (FUNBIYRG & Vol ,GELSTEIN, 1984), empleando 2,8 pCi dAtP a ~P (800 pCi/mí)
(A rí~ ,~Lcn) y 0.1 U/pl de ADN polimerasal (fragmento Klenow) ( =~rt tj, incubando durante
5 horas a temperatura ambiente. Los nucleótidos no incorporados fueron eliminados por cromatografia
en columna Sephadex 050 (SArvínRooK et al., 1989),
9.2. Marcaje no radiactivo
Se ha utilizado un método de marcaje no radiactivo por incorporación de desoxiuridina
trifosfato (dUTP) marcada con un hapteno de origen vegetal denominado digoxigenina (DIG-l 1-
dUTP). Tras el marcaje por digoxigenina las sondas son detectadas empleando anticuerpos anti-
digoxigemna conjugados con fosfatasa alcalina. Para el proceso de revelado se empleó un método
quimioluminiscente (2., “vtiSt 4
9.2.1. Marcaje no radiactivo por extensión de hexanucleátidos al azar
Para el marcaje no radiactivo de las sondas de AUN se ha seguido el protocolo descrito por
FLll4n¡~RG y VoLc1:LsTÍ~IN (1984), utilizando 0,5-3,5 pg de ADN purificado. En la Tabla VII se
describen los componentes de las mezclas de reacción adaptadas al empleo de DIO-] 1 -dUTP.
Las reacciones se realizaron a 371? durante 20 horas, empleando 0,1 U/pI de polimerasa
Klenow. La cantidad de ADN marcado depende de la cantidad de ADN molde y de la duración del
tiempo de incubación, ya que tiempos de incubación largos (hasta una máximo de 20 horas)
incrementan la producción de ADN marcado. En la reacción estándar se incorpora una molécula de
digoxigeninacada 20-25 nucleátidos. Posteriormente el ADN es precipitado en etanol, resuspendido
en TE y almacenado a -201?, temperatura a la que la sonda marcada con digoxigenina es estable, al
menos, durante un año.









Mezcla de marcaje dNTP
<los)
dATP. dCfP, dGTP ImM
dTTP 0.65 mM
¡)lG-l 1 -dlJTP 0.35 mM
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La eficiencia del marcaje se comprobó mediante detección directa, antes de llevar a cabo la
hibridación. Asi, 5 ji de cada una de las muestras marcadas se depositaron directamente sobre las
membranas de nylon y se procedió con el protocolo de detección descrito posteriormente (apdo. 10.2),
91.2. Marcaje por PCR
El marcaje no radiactivo de sondas por PCR se específica en la sección Métodos basados en
PCR(apdo. 13.8).
10. MÉTODOS DE HIBRIDACIÓN Y DETECCIÓN SOBRE FILTROS DE NYLON
’
10.1. Hibridaciones empleando sondas de ADN radiactivas
Las prehibridaciones e hibridaciones de los filtros de nylon de muestras de ARN total
(Northem) se realizó según describe BERINF eta]. (1985). Los filtros fueron prehibridados a 65 0C (en
ausencia de formamida) durante 3 horas y las hibridaciones se prolongaron durante 18-20 horas a la
misma temperatura.
Las membranas fueron lavadas secuencialmente a 651? con 2 x SSC (dos lavados de 15
minutos) y 0,1 x SSC (15 minutos).
Los filtros fueron autorradiogyafiados a-lOT empleando película/ A
7 Wxct 1, exponiéndose
durante periodos variables hasta un máximo de 5 días.
10.2. Hibridaciones empleando sondas de ADN no radiactivas
Las prehibridaciones de los filtros de nylon se realizaron a una temperatura de 421?
(Southcrn. dat blat de ADN y halos de lisis) ó 501? (Northcrn y dat blot de ARN) en tampón de
hibridación (formamida desionizada 50% (&lo¡tutcr), 5 x SSC, 0,02% SDS (p/v), N-laurilsarcosina
0,1% (p/v) y 2% (p/v) de agente bloqueante (> :+L>~¿vs) en lugar de ADN de esperma de salmón.
Las hibridaciones se realizaron a las mismas temperaturas durante toda la noche empleando
el tampón anteriormente descrito más 200 ng/ml de sonda marcada con digoxigenina.. Las diluciones
de la sonda marcada se hicieron en tampón TE con ADN de esperma de salmón (50 pg/ml,
En todos los casos los filtros se lavaron dos veces con 2 x SSC, 0,1 %SDS durante 5 minutos
a temperatura ambiente y dos veces más (15 minutos cada una) en solución 0,1 x SSC, 0,1 %SDS a
681?
Las soluciones de hibridación conteniendo las sondas fueron reutilizadas varias veces y
almacenadas a -201?. Para su reutilización dichas soluciones fueron desnaturalizadas por calor a
1001? durante lO minutos y enfriadas rápidamente en hielo.
Una vez finalizados los lavados, se procedió a la detección siguiendo un proceso
quimioluminiscente en tres pasos:
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Tratamiento de las membranas con agente bloqueante para evitar uniones no específicas de
los anticuerpos a la membrana
Incubación de las membranas con anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa
alcalina.
Reacción de las membranas con Lumigen PPD y mantenimiento a 371? (aproximadamente
3 horas) para activar el intermediario inestable que se produce en la reacción.
Finalmente los filtros son expuestos a una película de rayos X (Kodak, X-Omat lOO> entre 3
y 15 horas.
Una descripción más detallada del método se puede encontrar en el protocolo suministrado en
el ka de la casa comercial. ‘.:rsvgv (BOEImJNCER-MANNIWWI, 1993).
II. CLONACIÓN EN nUCtS
11.1. Tratamiento del AtiNe amplificado
Para llevar a cabo la donación de los productos amplificados por PCR (apdo. 13.4 y 13,6) se
procedió de la siguiente forma:
La mitad de lamuestra amplificada fue digerida con Proteinasa K (4 pg/pl) a 371? durante 30
minutos (CRowE eta]., 1991) y el ADN se extrajo con un paso de purificación fenol-cloroformo y un
segundo paso en cloroformo, tras lo cual la muestra se precipitó en PEG 8.000 (20%) durante 15
minutos a 371? La adición de PEG induce a las moléculas de AUN a condensarse en agregados, lo
que acelera la tasa de unión al vector de 1 a 3 órdenes de magnitud (SAMnROoK et al., 1989). El
precipitado se lavó de nuevo en etanol y se trató con la enzima polinucleótido quinasa (0,3 U/pl)
incubando la reacción a 371? durante 30 minutos.
Para la reparación de los extremos romos de ADNc se empleó ADN polimerasa del fago T4
(0,1 a 0,2 U/pl) y una mezcla de desoxinucleótidos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP; 2,5 mM cada uno,
inm.’~4 en tampón universal de restricción ¡Ox (Tris-acetato 33 mM, acetato potásico 66 mM,
acetato magnésico 10 mM, Dli’ 0,5 mM) Se mantuvo 30 minutos a 370( y la reacción se detuvo por
calentamiento a650C durante 10 minutos,
Para la donación de ADN de extremos protuberantes se le unieron adaptadores Bam HlINot
1 (JPiú un=u”oÁit constituido por dos oligonucleótidos complementarios (13 y 9 b) que se unen para
producir un extremo protuberante Bam Rl, permitiendo también un sitio interno de reconocimiento Not
1, como se muestra a continuación:
5’-d(GATCCGCGGCCGC)-3
3’-d(GCGCCGGCG)p-5’
La unión de adaptadores permite eliminar los pasos de metilación y digestión con la enzima
de restricción correspondiente, necesarios cuando se utilizan linkers en lugar de adaptadores.
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No obstante, las moléculas de ADNc que contienen adaptadores fosforilados pueden formar
moléculas circulares covalentemente cerradas que no pueden ser donadas o moléculas quiméricas no
deseables durante la reacción de unión al vector desfosforilado. Para evitar este problema, se ha
seguido el protocolo descíito por SAMIw.oOK et al. ([989), empleando adaptadores en los que sólo se
encuentra fosforílado el extremo 5’ más corto de la doble cadena que compone el adaptador.
Se emplearon 0,02 U/pg de AUN y 13 U de lígasa. Acontinuación se fosforilaron los extremos
5’ de las nuevas moléculas con polinucleótido quinasa del fago T4 (0,16 U4il). El exceso de
adaptadores se elimina cori una columna Sephacryl 5-400 O
11.2. Unión al vector pUCí8
Para el clonaje con AUN de extremos romos, la mitad del volumen anteriormente preparado
se unió al vector pUCIS (digerido con Sma 1 y desfosforilado) (f¿rs~r¡’..~: r) y el AUN unido a
adaptadores Bani HI/Not 1 se ligó al vector pUCI8 (digerido con Ram Hl y desfosfonlado) ( vv:.=..
utilizando una a]ta concentración de ligasa (0,06 U/ng de vector). Las reacciones se mantuvieron a 12-
161? durante toda la noche.
11.3. Preparación y transformación de células competentes
Lapreparación de células en estado competente (cepas u-0H5 y iMIOI de E cal!) se realizó
siguiendo el procedimiento del CaCl~ (SAMBRooK et al., 1989).
Una alícuotadel vector ligado (aproximadamente 2-10 pl) se empleó para transformar células
competentes (volumen LOO pl), manteniéndose 30 minutos en hielo y sometiéndose, a continuación,
aun choque térmico (421?) durante 90 segundos. Se añadió entonces medio SOR suplementado con
glucosa 0,01 M y la mezcla se vertió en placas de medio SOR que contenían ampicilina (50 pg/ml),
IPTG (6 pM) y X-Gal (O,0 12%) preparados previamente según se describe en SAMnROOK et al. (1989)
11.4. Selección de clones positivos
Se seleccionaron colonias blancas y colonias que presentaban débiles zonas azules centrales,
queson tipicamente recombinantes. También se eligieron algunas colonias completamente azules, ante
la evidencia de que algunos recombinantes siguen produciendo 13-galactosidasa activa y aparecen como
colonias azules sobre X-Gal (BRoWN, 1991).
Las colonias elegidas se crecieron en medio SOB líquido en presencia de ampicilina (50 pg/ml)
durante 12horas a 371? en agitación, procediendo después al aislamiento de AUN plasmídico para
su análisis.
11.5. Aislamiento y digestión de ADN plasmídico
El ADN plasmidico se obtuvo por el método de lahidrólisis alcalina descrito por SAMBROOK
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et al, (1989). El ADN plasmidico para secuenciación automatizada fue extraido por el mismo
protocolo utilizando un kv comercial (Cuú’ ~t El ADN obtenido se resuspendió en un volumen de
20 pl de agua estéril conteniendo RNasa (50 pg/ml) y se mantuvo 10 minutos a 371?. La
concentración de AI=Nfue medida por absorbancia a 260 nm.
Posteriormente, la mitad del ADN obtenido fue digerido con Eco Rl (0,25 U/pl) y Hind [U (0,3
U/pl) a 371? durante 3-4 horas Los fragmentos de ADN obtenidos fueron analizados por
electroforesís en geles de agarosa al 1,7%.
12. CONSTRUCCIÓN DE GENOTECAS DE AONc EN AstiO
12.1. Preparación de ADNc para su donación
Se procedió, en primer lugar, a la unión de adaptadores EcoRI (7.: .x’sjt) al ADNc de




La unión de adaptadores y fosforilación de las nuevas moléculas se realizó según las condiciones
descritas en el apañado II , 1. El ADN eluido se concentró por precipitación y se resuspendió en TE para
su posterior donación.
122. Unión al vector desfosforilado
Para determinar las condiciones óptimas de unión entre el ADN inserto y el ADN del vector AgtlO
se procedió a ~ustarla cantidad de ADN a donar, manteniendo constante la concentración molar de AUN
del fago, Paralelamente se preparó un tubo control adicional (tubo A) para comprobar los niveles de
reasociación del vector. En las Tablas V[U y 15< se muestran las relaciones molares empleadas para cada
una de las dos genotecas preparadas (ADNc de 12 y 18 horas respectivamente).
El AUNc ligado al vector es empaquetado in viti-o empleando extractos virales (EÑi~ga)
conservados a-700C. La reacción de empaquetamiento se llevó a cabo a 221? durante aproximadamente
2 horas. Los fagos se pueden mantener empaquetados a 41? hasta tres semanas [en presencia de
cloroformo 20% (y/y)], aunque la titulación va disminuyendo progresivamente.
En nuestro caso, no obstante, los fagos empaquetados se mantuvieron viables en estas condiciones
durante, al menos, un año.
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Tabla VIII: Volúmenes x relaciones molares utilizadas para la eonstniceión de la geiiotcca de A.DNc- 12 horas
TUBO A TUBO B 1
ADN vector (0.5 ug4il)









ADNe 12 h (024 ug/til>






Tabla IX: Volúmenes y relaciones niolares empleadas para la construcción de la genoteca de AI)Nc-l 8 horas
TUBO B TUBO C
ADN vector (0.5 ~g4rl)





AI)Nc 181í (0.48 sg4rl)





12.3. Titulación y determinación de la eficiencia de donación
La titulación del bacteriófago lambda (SxvwRa)K et al, 1989) se realizó en medio LiB (en presencia
o ausencia de tetraciclina, según se trate de la cepa C600 LIII ó C600) empleando diluciones seriadas de los
extractos de empaquetamiento en tampón de fagos ‘FM (diluciones 1/500 a 1/500<) según el tiempo
transcurrido desde el empaquetamiento). La eficiencia de donación paracada una de las genotecas aparece




La titulación media de halos claros mostraba un rango de 5 x 1 0~ - 6 x 1 0~ ufp/ml.
12.5. Amplificac¡ones de los clones seleccionados
Los clones elegidos tras la hibridación directade los halos de lisis con la sonda específica, fueron
amplificados por el método del usado en placa (SAÁV¶BRoOK et al. 1989) reduciendo al máximo el volumen
de tampón SM que se añade a las placas y manteniendo éstas a 4’C durante 6 ó 7 horas. La titulación de
los amplificados fue io~ -í0’~ ufp/ml.
12.6. Aislamiento y digestión de ADN v¡ral
El método utilizado para la extracción de AflN de las paniculas víricas se basa en el descrito por
SAMEROOK et al, (1989), empleando un volumen aproximado de 1 ml de los clones amplificados y
resuspendidos en SM.
En las digestiones iniciales con DNasa 1 y RNasa pancreática se incrementaron las concentraciones
a 8 y 2 ~rg/mlrespectivamente, prolongándose la digestión durante toda la noche a 371?.
Una alícuota del AUN extraído se digirió con Eco Rl (0,66 U/pl) en presencia de RNasa (20 ~.tgInd)
y se mantuvo toda lanoche a 371?. Este procedimiento, descrito por los mismos autores, se emplea cuando
el ADN del vector no puede ser digerido por enzimas de restricción. Tanto el AUN no digerido como los
fragmentos de restricción se analizaron en geles de agarosa (1-1,5%)
Para la extracción de ADN de los clones de lambda también se han utilizado tubos Eppendorf
conteniendo un gel separador de fases (Phase Lock CeO que incrementa la recuperación de ácidos nucleicos
(apdo. 7.2), El método utilizado es básicamente igual al descrito, excepto que la lisis de las particulas
víricas se produce en presencia de SDS (0,5%) y Proteinasa-K (100 pg/ml).
13. METODOS BASADOS EN PCR
13.1. Reacciones de amplificación
Las reacciones de PCR se desarrollaron en tubos Eppendorf siliconizados de 0,5 ml con un
volumen tota] de reacción de 50 pl conteniendo MgCI2 (0,7 mM), desoxinucleátidos trifosfato (dAT?,
dli’?, dGTP, dCTP; 0,2 mM cada uno, Perl~ai~’ ‘t ~2t> ), cebadores en concentración molar lO, 200
ó400pM, según el cebador utilizado (Tabla DQy 1,25 unidades de Taq polimerasa (P s~rzL ~
~ge:,£4. t4r ~r ¿~t’~) El tampón estándar paratas reacciones de PCR fue suministrado por cada
una de las casas comerciales citadas. La evaporación en el interior de los tubos se redujo añadiendo 40 pl
de aceite mineral estéril (P&rir=JS tr ThttlL, LÁg0nntsj. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
termociclador Precision Sc¡entífic CT>ú’-2
Para todas las amplificaciones se utilizaron 5 pl de diferentes diluciones del ADN a amplificar en








































































































































13.2. Cebadores y programas utilizados
En la Tabla Xl se muestra una relación de todos los cebadores y los programas utilizados en cada
caso. Las condiciones de amplificación para cadaprograma se describen en la Tabla XII.
Las temperaturas óptimas de reasociación para cada tipo de cebador fueron deducidas a partir de
la secuencia nucleotidica. de cada uno de ellos, utilizando el programa de ordenador REXNNEAL (cedido
amablemente por su autor, Dr. E. Orias).
Tabla XII Condiciones dc amplificación de los progi’anías utilizados
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13.3. Amplificaciones de poblaciones de ADNc
Las poblaciones de AflNc obtenidas (fase vegetativa, fases prequisticas (12, 18 y 24 horas) y
quistes de resistencia de (‘olpoda ¡nf/ata), unidas abs adaptadores EcoRiI fueron diluidas en TE [0,6-1,2
pg de ADNc (dilución 1:1) y t20-240 ng de ADNc (dilución 10.1)1. Como cebador se utilizó E03
<secuencia complementana a] adaptador EcoR!) a una concentración fina] 400 pM. Alícuotas de las
muestras de reacción amplificadas se analizaron en electroforesis de agarosa (1,5%). Posteriormente las
muestras fueron purificadas (apdo. 13.9) y cuantificadas espectrofotométricamente. Como media se
obtuvieron, dependiendo de la población, de 4 a LI gg de AUN por amplificación. Para siguientes
amplificaciones se utilizaron diluciones de las poblaciones ya amplificadas y purificadas.
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13.4. Estudio de los polimorfismos de las poblaciones de ADNc <RAPeD)
Para el estudio de los polimorfismos se emplearon cebadores de secuencia al azar (E03, E04, SAI,
SAl y el par SAl/SM) con los programas indicados en el apartado 13.2., empleándose diluciones 10’ (120
a 240 ng) de poblaciones nativas de ADNc, sin adaptadores Eco Rl, de estados vegetativos, prequisticos
(12, 18 y 24 horas) y quistes de resistencia. Alícuotas de las muestras de reacción se analizaron en
electroforesis de agarosa estándar o agarosade bajo punto de fusión (1,5%).
Algunas bandas fueron cortadas, aisladas y purificadas (apdo. 7.2.) y posteriomente fueron
marcadas con digoxigenina porPCR (apdo. 13.8) utilizando el mjsmo o los mismos cebadores con las que
fueron obtenidas.
13.5. Amplificación de insertos donados en pUCiS y en AgliO
En ocasiones, el AUN plasnildico puede ser resistente a la digestión con enzimas de restricción a
la hora de recuperar el mserto del vector plasmidico (S~wnRooK et al., 1989), por lo que los insertos de
ADNc donados en pUCI 8 se obtuvieron por PCR empleando para ello cebadores especificos del vector
(pUC/M 13 /brward y reverse), situados Sí pb a la izquierda (upstream) y lO ph hacia la derecha
(downstrcam) del lugar de restricción Eco RL respectivamente (Tabla 5<1).
Para determinar el tamaño de los insertos, se amplificaron diluciones 10.1 y 102 de AUN plasmídico
aislado y digerido con RNasa (apdo. 11,5), analizándose posteriormente en geles de agarosa (1,5 y 2%).
Una segunda amplificación (utilizando una dilución 101 del primer amplificado) permitió la obtención
directa del inserto, incrementando notablemente la proporción del mismo Dichos fragmentos amplificados
fueron entonces purificados (apdo. 13.9), cuantificados espectrofotométricamente y, en su caso, marcados
con digoxigenina por PCR empleando los cebadores especificos ya descritos. Igualmente, el vector Rgtl O
puede presentar problemas de digestión con Eco Rl para la liberación del inserto (Gour±m& Ar IMF:D, 199!),
por lo que los insertos donadosen dicho vector fueron obtenidos por PCR a partir de dos fuentes distintas:
Amplificación directa de clones recombinantes de Xgtl O
Los halos de lisis conteniendo fagos recombinantes mantenidos en S~M en presencia de
cloroformo o DMSO (apdo. 12.4) fueron amplificados por PCR utilizando cebadores específicos
del vector (XgtlO/órwardy re verse), que son complementarios a regiones situadas 35 ph a la
izquierda y 41 pb a la derecha del sitio de restricción Eco Rl, respectivamente (Tabla XI).
Para la amplificación se utilizaron 5 pl de la suspensión de fagos en SM o diluciones en
TE, amplificandose directamente o bien en presencia de detergentes como Nonidet P40 al 0,3%
(y/y) (HENKEI. et a]., 1993)0 DM50 al 6% (y/y).
Amplificación de AUN aislado de clones recombinantes de Xgt 10
El AUN mslado de los clones de Agtl0 (apanado 11.5) se diluyó en TE (diluciones 10i
y lO~) y se amplificó empleando los cebadores específicos descritos (Tabla XI).
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13.6. Amplificación rápida de extremos de ADNc (¡lACE)
Para la amplificación de ADNc de los híbridos AUNcAEN, obtenidos como se describe en el
apartado 4.2, se añadió una cola de homopolímeros (residuos dA) en el extremo 3 de la cadena sintetizada
de AUN, utilizando transferasa termina] (0,6 U/pl) y dATP (1 mM) en tampón 5x (cacodilato sádico 1 M;
MgCI2 20 mM; 2-»-mercaptoetanol 5 mM). La mezcla de reacción se incubó 15 minutos a 371?.
Aproximadamente 1/4 del volumen total (5 pl) se utilizó para la amplificación por PCE. empleando
oligo(dT) de 12 a 18 b como cebador (Tabla XI}
13.7. Amplificación de un fragmento del ADN ribosómico 18S
Se empleó ADN genómico de (7 ¡ql/ata (estado vegetativo) extraído por el método
fenol/clorofonno/alcohol isoamilico (SAMBizOoK et al., 1989). Se amplificó por PCR un fragmento del gen
ADN ribosórnico 175/1 SS utilizando cebadoresuniversales (NS 1 /NS2, Tabla XI) que amplifican una región
de 515 pb. Se obtuvo así un fragmento amplificado de 555 pb (región amplificada más cebadores) que se
utilizó como sonda tras su marcaje por PCR con digoxigenina.
13.8. Marcaje no radiactivo por PCR
Para el marcaje no radiactivo (marcaje con digoxigenina) de fragmentos de ADN (procedentes de
previas amplificaciones ya purificadas o directamente de bandas aisladas en geles de agarosa de bajo punto
de fusión), las muestras fueron dilmdas en TE (lO”) y amplificadas utilizando una mezcla de nucleótidos
(dAT?. dGTP dCTP dITP DIG-dIJTP; 1 1:1: 0,66 : 3,3) incrementando aproximadamente 10 veces
la proporción de DIG-dUTP respecto a la mezcla empleada para el marcaje por extensión de hexanuclótidos
al azar (apdo. 9.2 1). La molaridad final de los nucleátidos dATP, dCiTP, dCTP se aproxinia a la utilizada
en las reacciones estándar de PCR (0,19 mM), pero se modifica la molandad final de dTT’P (0,13 mM) y
[a de dUTP-131G (66 pM) (LlON & HAAS, 1990).
El resto de los componentes de la mezcla de reacción son iguales a los descritos en el apartado
13.1. En cada amplificaciónse realiza una segunda reacción de PCR (sin digoxigenina), que sirve de control
del proceso de marcaje. La eficiencia del marcaje se determina por comparación de la movilidad del
fragmento marcado con el control, en una electroforesis de agarosa, ya que la incorporación de digoxigenina
en la molécula de AUN retarda su movilidad electroforética.
13». Purificación de las muestras amplificadas por PCR
Las muestras amplificadas (marcadas y no marcadas) han sido purificadas utilizando un Ial
comercial ( erlú~~vúSiírjner Cetuz) que permite separar el AUN amplificado de todos los nucleátidos y
cebadoresno incorporados, pudiendo ser utilizado para un amplio rango de fragmentos de AUN (200 pb
a25 Kb).
La purificación de lamuestra se lleva a cabo según el método de VOGELSTEIN y GILI,ESPIE (1979)
empleando una matriz paniculada que, en presencia de Nal, retiene el AUN mientras las proteínas
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permanecen en solución. La elución de AUN se consigue con adición de agua destilada. Las muestras
purificadas se cuantificaron espectrofotométricamente (en todos los casos se obtuvo una pureza inferior a
1,3), procediendo luego a preparar las diluciones adecuadas bien para el marcaje de dichos fragmentos o
bien para su posterior utilización como sondas, en el caso de fragmentos de AUN ya marcados con
digoxigenma.
13.10. Secuenciación y análisis de la secuencia obtenida
La secuenciación del fragmento B4/QA se llevó a cabo por el método dideoxi y se realizó en el
Servicio de Secuenciación Automatizada de AUN (Departamento de Microbiologia-il, Facultad de
Farmacia, 13CM).
El análisis de la secuencia se realizó en el Servicio de Modelado de Proteinas perteneciente al
Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC). La base informática utilizada para el estudio de la secuencia




1. ANÁLISIS CUALITATIVO DE ARN TOTAL Y Poli<M~ DURANTE EL
ENOUISTAMIENTO DE Coinoda inflata
Como ya se ha indicado en el apartado 3.1 de Materiales y Métodos, para llevar a cabo los
aislamientos de ARN total, o bien de las fracciones poli(A)’ directamente, durante el proceso de
enquistamiento de Colpoda ini/ata, se ha partido de volúmenes diferentes de cultivo, El volumen de
cultivo de células en etapas prequisticas fue el doble del utilizado para los aislamientos de estados
vegetativos, mientras que paralos aislamientos de quistes maduros se empleó hasta 4 veces el volumen
utilizado para extracciones de células de etapas vegetativas.
Estas diferencias en los volúmenes de cultivo, y por tanto, en el número de células, se debe a
la dificultad de extracción de ARN tanto de estados prequisticos como de quistes de resistencia
maduros. En ambos casos se debe proceder a una ruptura celular mecánica, realizada por
homogenización en frío en el tampón de lisis indicado paracada tipo de extracción (Tabla IV).
Las muestras de quistes maduros (con una edad superior a un mes), son particularmente
resistentes a la ruptura mecánica, lo que exige un previo tratamiento enzimático con Proteinasa-K (lO
mg/mi) durante 24 horas (50-600C) antes de la homogenización. Tanto para muestras prequisticas
como para muestras de quistes maduros, el porcentaje de ruptura quistica es bastante variable (50 a
80%) utilizando homogenización manual. Esta es la razón de trabajar con muestras que contengan un
mayor número de células prequisticas y quisticas, con respecto a muestras de células en estado
vegetativo, que no requieren ruptura mecánica ya que se usan por los componentes de! tampón de
ruptura.
A pesar de que sabemos que la sonicación es un buen método de ruptura mecánica para los
quistes de resistencia de ciliados (GuTlÉPmlz et al., 1984; MArsusAKA & HONGo, 1984), en nuestro
caso, nos hemos visto obligados a utilizar la homogenización manual, ya que Los detergentes que
contienen los tampones de lisis (Tabla IV) provocan la aparición de espuma durante la sonicación,
disminuyendo el nivel de ruptura sobre los quistes. Por otro lado, la potencial eliminación de los
componentes responsables de la aparición de espuma del tampón de lisis, afectaría la integridad de las
macromoléculas que se desean aislar.
El aislamiento de ARN total se ha llevado a cabo empleando dos métodos diferentes de
extracción: tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo (CHOMCZYNSKI& SACCm, 1987) y precipitación
con cloruro de litio (CAnJAIA et al., 1983). El rendimiento y pureza de ARN obtenido con cada uno
de los métodos se muestran en la Tabla XIII.
La figura 3 muestra el análisis electroforéfico de las muestras de ARN total de células
vegetativas extraídas con cada uno de los dos métodos anteriormente indicados, en donde destacan las
bandas de ARNr (subunidad mayor y menor). Aunque la cantidad de ARN de cada una de las
muestras depositadas en el gel fue la misma (80 pg), en la muestra obtenida por el método tiocianato
de guanidina/fenol/cloroformo (Figura 3, carril 1) se aprecia un mayor arrastre durante la electroforesis,
probablemente debido a una mayor contaminación proteica. Estas observaciones coinciden con los
valores medios de pureza obtenidos en ambos métodos de aislamiento (Tabla XIII).
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Figura 3: Muestras dc ARN total de células vcgctatí~as <agarosa 1%) Carril 1: Extíacción con el método
dc tiocianato de guanídína/fenol/cloroformo Carril 2: Extracc¡ó¡i con el método del. Li(il. Las [lechas
indican las bandas dc ARNr
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guan,dinalienol/cloroloiino CiioMCzyNsKí & S,xccHi. 1987 1 00-61)1> 1.3
1<1 CXiiIALACi iii.. 983 30-250 It
Cantidades obtenidas de cullivos de 400 a 1.60<) ml.
Probablemente, la menor pureza (y por tanto mayor contaminación con proteínas) que se
obtiene en las extracciones de ARN con el método de Ci IOMCZYSKI y SACCJ-il (1987) (valor medio 1,3),
puede deberse a la existencia de un único paso de purificación fenol/cloroformo, que además se lleva
a cabo en la primera parte del protocolo. En cambio, en el método de extracción basado en el LiC!,
existen cuatro pasos de purificación (dos en fenol/cloroformo y dos en cloroformo) en la penúltima
etapa del proceso, lo que permite obtener una relación A
26/A21«, más próxima a 2, aunque por el
contrario existe también una mayor pérdida de muestra o menor rendimiento (Tabla XIII).
El aislamiento de ARN total por el método del LiC! permite la recuperación de ARNm intactos,
e incluso de precursores de hasta 10 Kb de longitud, aunque en ocasiones pueden perderse ARN de
pequeño tamaño (CATIIALA et al., 1983). En nuestro caso estas pérdidas rio resultaron significativas
ya que el interés se centraba en tránscritos de mayor tamaño, por lo que el análisis de los patrones de
A.RN total durante el enquistamiento de (7. ¡nf/ata se realizó utilizando ambos tipos de extracción.
Durante el enquistamiento del ciliado se aisló ARN total a diferentes tiempos del proceso de
diferenciación, y los resultados obtenidos con cada uno de los dos métodos de extracción se muestran
en la figura 4. Las bandas de ARNr 17S/18S y 265/285 aparecen claramente tanto en células
vegetativas como en prequisticos y quistes de resistencia,
Ya desde las primeras etapas del enquistamiento en las que se obtuvieron muestras (ARN de
15 horas) e incluso en quistes maduros, se aprecia la presencia de dos bandas, inusualmente
abundantes, situadas debajo de los ARNr correspondientes a las subunidades grande y pequeña
respectivamente, apreciándose en muestras obtenidas con ambos métodos de aislamiento (Figura 4A
y 4B). Estas bandas no aparecen en muestras aisladas de células vegetativas (Figura 3 y Figura 4,
carriles lAy IB).
Para tratar de averiguar algo más a cerca de la naturaleza de estas bandas se hibridó con una
sonda ribosómica homóloga, obtenida por PCR (apdos. 13,7 y 13,8 de Materiales y Métodos), sobre





Para tratar de averiguar algo más a cerca de la naturaleza de estas bandas se hibridó con una
sonda ribosómica homóloga, obtenida por PCR (apdos. 13,7 y 13.8 de Materiales y Métodos), sobre
un filtro conteniendo muestras de ARN total de vegetativos y de diferentes etapas prequisticas (Figura
4C). La sonda ribosómica, formada por un fragmento de 555 pb del extremo 5’ de la subunidad
ribosómica menor de (‘olpoda inflata, fue marcada con digoxigenina por PCR e hibridada sobre el
filtro de ARN en condiciones restrictivas (ver apdo. 10.2 de Materiales y Métodos). El
quimiolumigrama obtenido se muestra en la figura 4C
Los resultados fueron similares cuando se utilizóuna sonda ribosómica(heteróloga) procedente
del ciliado Jiuplotes crassus, formada por el extremo 3’ del ARNr lBS y la secuencia completa del
ARNr 28S. En este caso, la hibridación de dicha sonda sobre un filtro conteniendo una muestra de
ARN total de un prequistico de 15 horas (extraído por el método deLiCI), se localiza en las bandas
correspondientes a ambos ARNr (subunidad grande y pequeña). De nuevo, las dos bandas que
aparecen en la electroforesis (de tamaño inferior a cada uno de los dos ribosómicos) no hibridaron con
la sorída (Figura 5).
1.1. Aislamiento de la fracción ARN poli(A)~
Para llevar a cabo el aislamiento de la fracción de ARN poliadenilada de diferentes muestras
a lo largo del enquistamiento de (7 ¡ql/ata se emplearon tres métodos diferentes, aunque basados todos
ellos en la captura de la cola poliA de los tránseritos de nueva sintesis. En dos de los métodos
empleados (k¡ts comerciales de .2ksat~9~hy É’rta~.a), el aislamiento de la fracción poli(A) se lleva a
cabo a partir de ARN tota] aislado previamente. El protocolo de la tercera casa comercial (%.&ts~&)
permite el aislamiento de la fracción poli(A) directamente a partir del cultivo celula.r
Lapurificación de la fracción de ARN poliadenilada se basa en el empleo de cromatografias
en columnas oligo(dT) celulosa (Aviv & LEDER, 1972), sistema utilizado por ¿i1nÉt ts y Lt4 ¡
Se ha empleado también un sistema magnético de captura de ARN poli(A) basado en el sistema
biotina-estreptavidina (apdo. 3.2. de Materiales y Métodos).
La tabla XIV reúne el rango de valores obtenidos en diferentes aislamientos de ARN poli(A)
(tanto de vegetativos como de prequisticos o quistes de resistencia), con cada uno de los protocolos
antes mencionados.
Las cantidades de ARN recuperadas con los métodos basados en cromatografias en columnas
oligo(dT) son semejantes. En cambio, la relación de absorbancia A260..,se es ligeramente más alta en el
aislamiento directo de la fracción poli(A) UIt nrs~i~í), donde se alcanzan valores próximos a 2. Esta
mayor pureza puede deberse a la dilución del extracto celular que se realiza en este protocolo, antes
de la adición de la muestra a la columna, El extracto celular se diluye a la tercera parte con tampón
Tris/EDTA, lo que provoca la precipitación de numerosas proteinas e impide que éstas interfieran en




Las cantidades de ARN recuperadas con los métodos basados en cromatografias en columnas
oligo(dT) son semejantes. En cambio, la relación de absorbancia A,60.~8» es ligeramente más alta en el
aislamiento directo de la fracción poli(A) (Phanrrrtaitta), donde se alcanzan valores próximos a 2. Esta
mayor pureza puede deberse a la dilución del extracto celular que se realiza en este protocolo, antes
de la adición de la muestra a la columna. El extracto celular se diluye a la tercera parte con tampón
Tris/EDTA, lo que provoca la precipitación de numerosas proteínas e impide que éstas interfieran en
la retención de ARN por la columna.
En cambio, la cantidad de AR.N poIi(A)~ obtenida con el sistema biotinalestreptavidina fue
bastante inferior a la de los otros dos (5-10 pg), con una relación de absorbancia A’60.9g0 relativamente
baja (1,3) e igual a la obtenida en aislamientos cromatográflcos en oligo(dT) celulosa de la casa
comercial ZI;r$s.á
El análisis electroforético de algunas de estas muestras de ARN poliadenilado muestra casi
siempre contaminación con ARN ribosómico (ambas subunidades), contaminación que resulta
relativamente mayor cuando el aislamiento de la fracción poli(A) se lleva a cabo directamente a partir
del cultivo celular, sin una previa extracción de ARN total.
En la figura 6 se observan dos muestras de ARN poliadeniladas obtenidas en ambos casos a
partir de cultivos de células vegetativas, una purificada con un método indirecto (columnas oligo(dT)
de ~‘SbsÚs 1.), y otra obtenida directamente a partir de un extracto celular (325= nLók.) Aunque en
ambas purificaciones es posible observar AR.Nr, éstos resultan bastante más abundantes en la muestra
purificada directamente
Pero además, resulta particularmente importante señalar la aparición de dos bandas de ARN
(Figura 6, carriles 1 y 2), semejantes a las descritas en el apartado anterior, que aparecen justo por
debajo de los dos ARNr. El hecho de su aislamiento a través de una columna oligo(dT) no implica que
las moléculas se encuentren poliadeniladas ya que, como hemos indicado, existe una fracción de ARN
ribosómico, y por tanto carentes de una cola poli(AY, que es también retenido.
2. CONSTRUCCIÓN DE GENOTECAS DE ADNc PREOUÍSTICOS
Las genotecas de ADNc de estados o fases prequisticas se construyeron a partir de ARNm
procedentes de muestras prequisticas tempranas (12 y 18 horas desde la inducción del. enquistamiento),
ya que pensamos, basándonos en ciertas evidencias indirectas (Bi?Ninv et al., 1994; GuTIÉíuwz &
MARTÍN-GONZÁLEZ, 1990; GuTIÉRREZ eta!., 1990) que, al menos, algunos tránseritos especificos de
enquistamiento podrían surgir en etapas tempranas.
El ADNc de doble cadena de ambas muestras (12 y 18 horas) se preparó a partir de ARN
poliadenilado obtenido de ARN total, por paso a través de columnas de oligo(dT), como se
esquematiza en la figura 7. Posteriormente, se añadieron adaptadores EcoRI, preparando de este modo
dichas poblaciones para su donación en el vector XgtlO, digerido también con EcoRí. Una vez
determinada la eficiencia de donaciónpara cadauno de las dos poblaciones de ADNc donadas (apdo.
12,3 de Materiales y Métodos), se aislaron todos los halos claros (constituidos por particulas viricas
recombinantes), obteniéndose un total de 1 .485 clones de ADNc- 1 2h y 543 clones de ADNc- 1 Eh.
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Figura 7: Diagrama de flujo que muestra las etapas seguidas para la construcción












3. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCIÓN DE SONDAS ESPECiFICAS DE
ENOUISTAMIENTO
3.1. Sondas procedentes de bandas de ARN aisladas a partir de geles de agarosa
La estrategia seguida para la obtención de sondas procedentes de las bandas de ARN aisladas
ISA y 15B se describe en la figura 8
FiguraS: Estrategia seguida para la obtención de sondas procedentes de las bandas de ARN ISA y 15W mostradas
en la electroforesis de agarosa de la figura 9.
Se partió de muestras de ARN total aislado de células en estado vegetativo y prequisticos de
15 y 65 horas. En la figura 9 se observa una electroforesis de agarosa con una muestra de prequisticos
de 15 horas en la que se indican las bandas aisladas. Estas bandas (de tamaño aproximado 3,1 y 1,8
AiSLAMIENTO DE ARN TOTAL43?
ELECTROFORE5iS
‘1
[LUCiÓN DE BANDAS i iSA / i 5B]
Ql
SINTESS DE HÍBRIDOS ADNc ARN
<37




CLONACIÓN EN pUC iR
43
AISLAMIENTO DE CLONES TRANSFORMANTES
11.y
OBTENCiÓN DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS
MARCAIE NO RADIACTIVO DL FRAGMENTOS
57
RFSÉÍmíDos
Kb) fueron eluidas del gel y purificadas
Posteriormente, a partir de este ARN se procedió a sintetizar la primera cadena de ADNc,
obteniéndose loshibridos ADNcARN paracada una de las dos bandas indicadas. La adición posterior
de una cola poli(A) en el extremo 3’ de la cadena de ADN sintetizada permitió la amplificación por
PCR de los extremos 3 de ambas poblaciones de ADNc, empleando un cebador oligo(dT)12.15 (Tabla
XI y XII de Materiales y Métodos),
En la electroforesis de las muestras de AONc (ADNc-l5Ay ADNc-15B) amplificadas por
PCR (Figura 10), se puede observar que ambas muestras están formadas por un conjunto heterogéneo
de fragmentos de A.DN con un amplio rango de tamaño molecular muy similar para ambas
poblaciones.
La donación de ambas poblaciones amplificadas de ADNc se realizó en el vector pUC 18
empleando ADNc con extremos romos. Este sistema tiene dos inconvenientes principales: produce un
alto número de clones no transformantes y, en ocasiones, se pueden perder las secuencias de restricción
en las uniones entre el ADN heterólogo y el plásmido vector (SAMBRoOK et al., 1989>. Fnnu~lwcaso
se produjeron ambos efectos, En primer lugar, laeficiencia de donación fue baja en los dos casos. Para
la población de A.DNc-15A se analizaron 52 colonias, obteniéndose tan sólo 3 colonias con inserto
(pCIAlB, pCIA35 y pCIA3B) que representa casi un 6% de las analizadas (Tabla XV). Los insertos
de los clones pCA] 8 y pCIA35 presentaban un tamaño de aproximadamente 300 pb y 1.230 pb
respectivamente (Figura 12). El clon pCIA3B se descartó por presentar un tamaño muy pequeño (‘<¿
154 pb), y el clon pCIA35 también, ya que existian evidencias de que se trataba de un “clon
ribosómico”. En laotra población de ADNc donada (ADNc-l SR) se analizaron 84 colonias y sólo se
encontró una que contuviera inserto (pCIIB9), lo que representa el 1,2% del total de transformantes
analizados (Tabla XV). El tamaño del inserto donado en este caso fue de 360-370 pb (Figura 11).
















Y en segundo lugar, la baja eficiencia en la detección de clones positivos (con inserto) en
ambos casos pudo estar relacionada con la resistencia a la digestión por las enzimas de restricción
EcoRI+HindIU de muchos de estos clones, lo que, posiblemente, no permitió la liberación de los
fragmentos donados. De hecho, en algunos clones positivos (reconocidos por restricción), el inserto
donado no se pudo recuperar posteriormente, posiblemente por pérdida de la secuencia de restricción
para EcoRí y/o HindlII.
Por este motivo, los fragmentos donados se recuperaron por amplificación del inserto con
cebadores específicos de pUCI8 (apdo. 13.5. de Materiales y Métodos), en lugar de la digestión
enzimática con EcoRI+HindIIl. De este modo se obtuvieron los fragmentos de los clones positivos
(pCIAI By pCIIB9) con un mayor tamaño molecular, como resultado de la presencia de 122 pb más,
que es la distancia de los cebadores al sitio Smal de ¡nserción. Por lo tanto, el tamaño final del inserto
para el clon pCJB9 fue de 450-460 pb y 400 pb para el inserto del clon pCIATS (Figura 12).
Posteriormente se marcaron ambos insertos (A 18 y 89) por PCR con digoxigenina. La
eficiencia del marcaje para el inserto B9 se observa en lafigura 13, ya que los fragmentos marcados
migran en el gel a una velocidad menor tras la incorporación del nucleótido con digoxigenina (LION
&H~s, 1990), que se incorpora cada 20-25 residuos (Kv~ssri:í~, 1992). Las muestras amplificadas y
marcadas fueron purificadas, utilizándose directamente como sondas sobre filtros de ARN (dol Nol),
Las hibridaciones del inserto B9, obtenido por PCR (y conteniendo, por tanto, 122 pb
homólogos del vector pUC 18), sobre las poblaciones de ARN, se muestran en el quimiolumigrama de
la figura 14. La sonda 89 hibridó con igual intensidad tanto sobre ADN plasmidico del clon pCIB9
(Figura 14, Al) como sobre ADN plasmidico del clon pCLAI8 (Figura 14, A2). La hibridación
homóloga con el inserto aislado B9 (Figura 14, A3) es más intensa que la hibridación cruzada sobre
el inserto Al E (Figura 14, A4). No existió hibridación cruzada con el inserto A35 (Figura 14, AS).
Tampoco se obtuvo hibridación cuando se utilizaron, como sustratos, ARN totales vegetativos
y prequisticos obtenidos por el método del LiCí (Figura 14, B 1 y B2), ni con el método de tiocianato
de guanidina’fenol/cloroformo (Figura 14, Cl, C2 y C3).
Las hibridaciones sobre un filtro de las mismas características, utilizando el inserto Al 8
marcado con digoxígenina, se muestran en el quimiolumigrama de la figura 15. En este caso, la
hibridación fUe igualmente positiva sobre muestras de ADN plasmídico de los clones pCJB9 (Figura
15, Al) y pCIAI 8 (Figura 15, A2). En cambio, no se obtuvo hibridación cruzada con ninguno de los
otros dos insertos utilizados: B9 (Figura 15, A3) y A35 (Figura 15, AS). La hibridación fue positiva
sólo en lamuestra AlE (Figura 15, A4). De igual forma que la sonda 89, la sonda AlE no reconocio
ninguna de Las muestras de ARN total vegetativas y/o prequisticas (15 ó 33 horas) obtenidas por el
método del Lid (Figura 15, BI y B2) ni por el método de tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo
(Figura 15, Cl, C2y C3).
Según estos resultados, es posible que la intensa señal obtenida en ambas muestras de ADN
plasmidico cuando se utilizaron ambas sondas se deba a la presencia de secuencias comunes (122 pb)
entre dichas sondas y el vector pUC 18 (Figura 16), puesto que la hibridación cruzada entre ambos




Figura 16: l/squenia del plásiiíido pCIAlS El segmento no sonibreado representa el fíaginento donado A18 Las
flechas ( indican la posición (le los cebadores especilicos de pI.JC 18 (pt.JC 18/Nl 1 $,,.,,,~, y ptJC I S/M 1 ~,c~er’e)
iltili/.adoS para la ieeu;~eraeioi~ de los insertos
Por tanto, ninguno de los dos fragmentos (A18 yB9) utilizados como sondas dio hibridación
positiva con muestras de ARN totales obtenidas tanto de vegetativos como de diferentes momentos del
proceso de enquistamiento de (1 ¡nf/ala.
Para comprobar si estos resultados negativos pudieran deberse a la cantidad de sustrato para
hibridar, se incrementó la cantidad de ARN total, vegetativo o prequistico (15 y 33 horas) que servia
como sustrato. Se utilizaron diferentes cantidades de ARN, aislado tanto por el método del LiCI, como
por el de tiocianato de guanidinalfenol/cloroformo, hasta un máximo de 20 pg/muestra (Figuras 17 y
18). Como controles positivos se utilizaron muestras de los plásmídos pCTB9 (Figura 17, Al) y
pCIAlE (Figura IB, Al).
El filtro de la figura 17 fue hibridado con el inserto 89. Las muestras de ARN total de
prequisticos de 15 horas, muestra a partir de la que fue obtenidala sonda, purificadas con el método
del LiCI, no fueron reconocidos por dicha sonda [Figura 17, A3 (20 ~.ig),A4 (10 pg) y AS (0,5 pg)].
Dicha sonda, en cambio, hibridó, con una débil señal, en algunas de las muestras de ARN obtenidas
por el método de isotiocianato de guanidina/fenol/cloroformo: ARN vegetativo (20 ig) (Figura 17, 81)





Resultados muy semejantes se obtuvieron cuando se utilizó la sonda Al E sobre un filtro de las
mismas caracteristicas (Figura lE).
No se obtuvo hibndación cuando se utilizaron como sustratosmuestras de ARN total aisladas
por el método del LiCI (Figura lE, A2, A3, A4 y AS). Las señales positivas de hibridación se
obtuvieron con muestras de ARN total aisladas por el método de tiocianato de
guanidina¡fenol/cloroformo, tanto de vegetativos [Figura lE, 81(20 ¡tg)], como de prequisticos de 15
horas [Figura lE, 83 (20 ~ig)y B4 (10 pg)].
En resumen, ambas sondas (89 y Al 8) hibridaron con muestras de ARN procedentes de
vegetativos y prequisticos de 15 horas obtenidas con el método tiocianato de
guanidina/fenol/cloroformo. No hubo, en cambio, hibridación positiva sobre muestras de ARN aisladas
por el método del LiC!, aún cuando las cantidades de ARN usadas como sustrato fueron las mismas.
Ante estos resultados, pensamos que el fragmento Al 8 podría ser utilizado como sonda más
específica de enquistamiento, ya que era el que manifestaba una menor intensidad de hibridación sobre
ARN de estados vegetativos. Pero antes de comenzar a analizar las genotecas ya construidas, se
preparó un do! 6/of de los diferentes ADNc obtenidos hasta el momento para comprobar si los
tránscrítos a partir de los que se obtuvo dicha sonda (Al E) estaban presentes en las diferentes
poblaciones de ADNc, al igual que para comprobar su posible especificidad como sonda de
enquistamiento (Figuras, 19 y 20).
La única señal de hibridación detectable fue la del control positivo (la sonda AlE consigo
misma) y no se observó señal positiva sobre ninguna de las poblaciones de ADNc previamente
amplificadas (vegetativos, prequisticos y quistes de resistencia) (Figura 19). Tampoco se obtuvo señal
cuando la cantidad de ADN por muestra se incrementó desde 1,6 a 5 pg (Figura 20).
Una posible interpretación de estos resultados podría ser el que se hubiera donado en pUC 1 8
fragmentos ribosómicos, contaminantes de la muestra durante el proceso de escisión y extracción de
las bandas de ARN (ISA y 158) y que hubieran podido transcribirse posteriormente a ADNc por
homología interna con secuencias ricas en adenina. Para dilucidar esta posibilidad se preparó un dci
bici de los insertos 89 y Al E y el plásmido pCIA24, considerado como negativo por la ausencia de
fragmento (Figura 21). El filtro, constituido por dichas muestras, fue hibridado con la sonda ribosómica
homóloga de Ci’ ¡n/lwa, constituida por un fragmento de 555 pb del ARNr 175/lES marcado con
digoxigenina.
El resultado fue negativo en todos los casos (Figura 21), y únicamente se detectó hibridación
en el control positivo, la sonda ribosómica no marcada (Figura 21, A). Esta última hibridación indicó
que no existia contaminación ribosómica (al menos de la parte del ARNr que forma la sonda) en
ninguno de los clones seleccionados, aunque no nos permitió saber si existía contaminación con alguna
de las otras subunidades o con el resto del ARNr 175/lES no presente en la sonda.
Todos estos resultados nos llevaron adescartar inicialmente el fragmento donado (Al E) como
sonda específica de enquistamiento para utilizarla en la posterior búsqueda del gen en las genotecas






Figura 19: Quííníolumígrama (dcl bici) obtenido de la híbrídacion de diferentes poblaciones dc ADNc con
la sonda AIS Cadamuestrarepresenta ([6 ¡mg de ADN. excepto el plásmido control Al: Plásmido p(’IAIS
(4 pg>: A2: ADNc-vegetatívos A3: ADNc-prequistieos l 2h: lii: ADNc-prequisticos 1 Eh. 112: ADNc-




Figura 20: Qtnnnoltimigrama (do/bici) obtenido dc la hibridación de d,hbjeníes poblaciones de ADNc con
la sonda AlE Cadamuestrarepresenta 5 ~g dc ADN Al: Plásmido pClAlE. A2: ADNcxegetativos. A3:




3.2. Experimentos de sustracción
Para llevar a cabo los experimentos de sustracción se eligieron los ADNc obtenidos de dos
etapas tempranas (12 y 18 horas) del proceso de enquistamiento de (‘. inflata,
Estas poblaciones de ADNc contenían el adaptador de la endonucleasa EcoRI (ver apartado
12.1 dc Materiales y Métodos) para ser donados en XgtlO, vector que se utilizó para la elaboración
de lagenotecas. Aprovechando esta circunstancia, se sintetizó un cebador (£03) cuya seduencia (12
ph) es parte del adaptador paraEcoRI, presente en ambos externos de todas las moléculas de ADNc.
Para los experimentos de sustracción es necesario tener suficiente cantidad de ADN para
hibridar, por lo que ambas poblaciones de ADNc (12y 18 horas) fueron amplificadas por PCR usando
el cebador £03 (apdo. 13.3 de Materiales y Métodos>. Se amplificaron cinco alícuotas de cada una de
las dos poblaciones de ADNc, las cuales se sumaron posteriormente, las cinco de 12 horas y las cinco
de 1 8 horas. Estas poblaciones mostraron, tras una electroforesis en agarosa (Figura 22), estar
constituidas por una población continua de moléculas con un rango de tamaños bastante similar para
ambas (desde un mínimo de aproximadamente 400 ph, hasta un máximo inusualmente alto para las
dos muestras).
Posteriormente, y como se muestra en el esquemade la figura 23, ambas muestras (ADNc 12h
y 1gb> fueron nuevamente amplificadas por PCE, pero una de ellas (ADNc 1 Sh) se amplificó utilizando
una mezcla 9:) de los cebadores E04:E05. La finalidad de esta operación era incrementar Ja
heterogeneidad de una de las poblaciones de ADNc.
La amplificación del ADNc 1 8h con la mezcla E04:E05 permitida, por una parte, la
amplificación de todas las moléculas de ADNc lSh con el adaptador EcoRI puesto que el cebador £05
lleva en su extremo 3 Ja secuencia del £03 y eJ resto es la misma secuencia del £04, es decir £05 =
E04+E03 (Tabla Xl). El cebador £04, mayoritario en la mezcla de cebadores, presenta una secuencia
construida al azar, y amplificará secuencias internas en algunas pocas moléculas de la población ADNc
1 8h en donde se encuentren regiones complementarias a dicha secuencia. Esto da origen a una mayor
heterogeneidad interna de la población amplificada ADNc 1 Sh.
Después de estas amplificaciones, ambas muestras fueron purificadas y se procedió a la
fotobiotinilización de ambas poblaciones. Cada una de las muestras fotobiotinilizadas (ADNc-Fb 12
y 18 horas) se hibndó con una alícuotade muestras de ADNc no fotobiotinilizadas, realizando mezclas
cruzadas (Figura 23) en una proporción 15:5 (ADNc-?Fb ADNc). Estas mezclas de hibridación fueron
denominadas l2~ (ADNcFb-12h : ADNc-lBh) y
18B (ADNcFb-lSh ADNc-12h).
Finalmente, tras la adición de estreptavidina, los complejos estreptavidina-biotina-ADNc se
eliminaron por sucesivas extracciones con fenol/cloroformo y HEPES/EDTAINaCI, recogiéndose la
fase acuosa de cada una de las dos mezclas de hibridación que contenían los ADN sustraidos
(secuencias presentes sólamente en una de las poblaciones de ADNc, 12 6 18 horas). Diluciones
seriadas (10.1 a 10~) de ambas muestras sustraídas (ADNc-18 s y ADNc-12 s) fueron amplificadas por
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Figura 23: Esquema del proceso dc sustracción llevado a cabo entre poblaciones de ADNc de etapas
prequisticas (12 y 24 horas). ADNc-Fb: población fotobiotinilizada: Mezcla xz~: mezcla de hibridación de
la población AIJNc de 12horas fotobiotinilizada (ADNc-Fb-12h) con la población de A.DNc de 18 horas no
fotobiotinilizada: Mezcla 1SB: mezcla de hibridación de la población de AONc de 18 horas
fotobiotinilizada (ADNc-Fb-lSh) con la población de ADNc de 12 horas no fotobiotinilizada: F/C.
fenol/cloroformo: llENa: HEPESIEDTA/NaCI; ADNc-lSs: población de AúNe de prequisticos de 18





El análisis electroforético de la población amplificada ADNc-12 s mostró dos resultados
diferentes dependiendo del cebador utilizado. En el caso del cebador FOS todas las diluciones
utilizadas presentaron un patrón continuo de bandas (Figura 24A, carriles 5, 6, 7 y 8).
Cuando la población ADNc-12 s se amplificó con el cebador E04 se observó un patrón
continuo en las tres primeras diluciones (Figura 24B, carriles 5, 6 y 7), pero ,en cambio, se detectaron
bandas discretas en la dilución más alta (1 0-a), con una banda mayoritaria de aproximadamente 1,600
pb (Figura 24B, carril 8).
En cuanto a la población ADNc-18 s, los resultados de la amplificación con el cebador E05
se muestran en la figura 24B (carriles 1, 2, 3 y 4). Se aprecia, de nuevo, un patrón continuo en todas
las diluciones, con un rango de tamaños desde 2,5 Kb a 150 pb aproximadamente.
Los resultados de la amplificación de dicha población sustraída (ADNc- 18 s) con el cebador
E04 aparecen en la figura 24A (carriles 1, 2, 3 y 4). En las diluciones más bajas se observa un patrón
continuo desde el inicio del gel hasta aproximadamente 500 pb, pero al aumentar la dilución aparecen
algunas bandas discretas (una banda mayoritaria de 420 pb y tres bandas más de 330, 420 y 610 pb).
3.3. Polimorfismos de ADNc
Otra estrategia para tratar de encontrar heterogeneidad entre poblaciones de ADNc es la
detección de polimorfismos en ellas. Para el estudio de polimorfismos en las diferentes poblaciones de
ADNc se empleó el método de amplificación por PCR empleando cebadores de secuencias al azar
(método denominado RAPeD). Los cebadores utilizados fueron (E03, E04, SAI, SA2 y el par
SAI/SA2) cuyas secuencias y condiciones de amplificación se describen en el apartado 13 de
Materiales y Métodos. Los ADNc utilizados para detectar polímorfismos fueron los derivados de
muestras de poblaciones de vegetativos, varios prequisticos y quistes de resistencia maduros de
(‘o/podo inflo/a. Como muestras a ser amplificadas se emplearon dos diluciones de estos ADNc (10>
y 1 Q2), Estos ADNc no presentaban el adaptador para EcoRI o modificación alguna para una posterior
donación, sino que se trataba de los obtenidos de las transcripciones inversas de las poblaciones de
ARNm de los diferentes estados antes indicados,
El estudio de los polimorfismos de las diferentes poblaciones de ADNc nos permitiría conocer
el grado de homologia entre las diferentes poblaciones, ya que el empleo de la técnica RAPcD no
requiere un conocimiento previo del genoma o de la secuencia que va a ser analizada, y podría
constituir una tercera estrategia para la obtención de una sonda específica a partir de alguna de las
poblaciones de ADNc.
En todos los casos los cebadores utilizados mostraron una buena eficiencia en la obtención de
patrones con múltiples bandas. El patrón obtenido con el cebador E04 presentó un gran número de
bandas, como se observa en la figura 25 El ADNc de etapas prequisticas (18 y 24 horas) aparece con
un patrón casi continuo de bandas que se extiende desde 1,5 Kb hasta unos 400 pb (Figura 25, carriles
3y4).
El patrón obtenido cuando las poblaciones de ADNc se amplificaron con el par de cebadores




las poblaciones, pero además se puede apreciar que los patrones procedentes de células vegetativas
y prequisticos de 12 horas presentan mayor homología entresí (tres bandas de un total de cuatro), igual
que sucede con las otras dos poblaciones de prequisticos (18 y 24 horas) con respecto a la población
de quistes (Figura 26). Cabe destacar también la presencia de algunas bandas, indicadas con flechas
(Figura 26), que sólo se observan en las poblaciones señaladas. Estas bandas fueron aisladas
posteriormente para ser utilizadas como potenciales sondas.
Tambiénse utilizó el cebadorE03, secuencia complementaria al adaptador Eco Rl, pero que,
en este caso, actúa como cebador con secuencia al azar, al no estar las poblaciones de ADNc unidas
a dicho adaptador, como anteriormente se indicó. Igualmente, se observan muchas bandas coincidentes
en casi todas las muestras (Figura 27). Se observaron algunas bandas en la población de ADNc
procedente de quistes maduros (señaladas con flechas en la figura 27), que no aparecieron en el resto
de las poblaciones, y que fueron aisladas posteriormente para su posible utilización como sondas. Hay
que hacer notar también que el patrón obtenido cuando la población se amplificó cori el cebador E03
presenta un mayor tamaño molecular con respecto al observado con la mezcla de cebadores SAI/SA2.
En el primero de los casos (amplificación con el cebador E03, figura 27) la población de
bandas amplificadas se extiende desde aproximadamente 2 Kb hasta 350 pb, mientras que con el par
SAI/SA2 (Figura 26) la banda de mayor tamaño amplificaday detectable con bromuro de etidio es
sólo de 800 pb, apareciendo incluso bandas menores de 200 pb.
Se emplearon, asi mismo, los cebadores SAI y SAl por separado (Figura 28). En ambos casos
se observa que la amplificación, empleando los mismos cebadores por separado, genera un patrón
diferente al obtenido con la mezcla SAI/SA2, rindiendo un mayor número de bandas por muestra de
ADNc.
Una vez analizados los patrones de los polimorfismos de ADNc, se procedió a aislar aquellas
bandas que aparecian en una determinada etapa prequistica, que no aparecían en el resto de las
poblaciones analizadas, y que estaban lo suficientemente separadas unas de otras como para permitir
una fácil escisión del gel, minimizando así la posible contaminación con ftagmentos de ADN
procedentes de bandas muy próximas.
Se eligieron dos bandas a partir del patrón obtenido de la amplificación con el par de cebadores
SAI/5A2: una banda de aproximadamente 250 pb (Figura 26, carril 3), aislada de la población de
prequisticos de 18 horas, que denominaremos BiliS, y una banda de tamaño molecular inferior (< 200
pb), obtenida de la amplificación de ADNc quistico que denominaremos B2IQ (Figura 26, carril 5).
Se aislaron otras dos bandas a partir de los polimorfismos con el cebador E03, denominadas bandas
B3/Q y B4/Q de 320 y 1 600 pb respectivamente, aisladas en ambos casos a partir de la población de
ADNc de quistes (Figura 27, carril 5). Estos ADNs fueron recuperados de los geles de agarosa según
se describe en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos, y los ADNs purificados fueron amplificados
de nuevo utilizando los mismos cebadores. De las bandas aisladas 81/18 y B2/Q (Figura 27, carriles
3 y 5 respectivamente) no se pudo obtener una nueva amplificación, quizá por ruptura o degradación
de la molécula de ADN original durante el proceso de extracción o por la presencia de algún




La amplificación por PCR de la banda B4IQ, empleando el cebador E03, rindió ocho bandas
de tamaño inferior al de la banda original extraída del gel, con una banda mayoritaria de unos 500 pb
(Figura 29). La amplificación de labanda B3¡Q, empleando el mismo cebador E03, también produjo
una serie de productos que, en este caso, fueron de tamaño superior al de la banda original extraida,
por lo que se procedió a aislar la banda de menor tamaño molecular (220 pb), denominándose banda
R3/Q!B (Figura 30),
La aparición de bandas de menor tamaño, respecto de la banda original extraída, después de
una amplificación por PCR. empleando los mismos cebadores, se podría deber a la ruptura de la
molécula onginal durante la extracción del gel de agarosa y su posterior purificación. Por el contrario,
las bandas de tamaño superior al de la banda original extraida, sólo se pueden atribuir a contaminación
de la muestra, ya con ADN procedente del mismo gel o contaminación exógena durante la reacción
de amplificación propiamente dicha.
En el esquema de la figura 31 se resumen las diferentes bandas aisladas a partir del estudio de
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Figura 31: Fu el esquema se resumen las bandas que se han aislado a partir del estudio de polimorfismos de las
poblaciones de ADNc y las posteriores amplificaciones de dichas bandas (VEG: Vegetativos; PU, NS y P24:
Prequisticos de 12. lSy 24 horas respeetivameníe; Q: Quiste de resistencia>. El símbolo 3< indica aquellas bandas que




Las bandas B4/Q y B3/Q/B fUeron marcadas con digoxigenmna por PCR con la finalidad de
comprobar su especificidad como sondas del estado quistico. Para ello se preparó un dol li/of con las
distintas poblaciones de ADNc (Figuras 32 y 33). En la figura 32 se muestra el quimiolumigrama
obtenido de un dor de las poblaciones de ADNc (vegetativos, prequisticos y quistes maduros),
hibridados con la sondaB4/Q. Dicha sonda hibridó de forma más intensa con la muestra de ADNc de
quistes (como cabria esperar), pero además se aprecia hibridación sobre todas las muestras de ADNc.
En la figura 33 se observa el qurmiolumigrama obtenido de un do? con las mismas poblaciones de
ADNc, hibridadas con la sonda B3/Q/B que, por el contrario, mostró una señal semejante en todas las
muestras, excepto en lamuestra de 18 horas, donde la señal fue más débil.
Se preparó una hibridación Soudwrn con las poblaciones de ADNc (vegetativos, prequisticos
y quistes de resistencia), empleando desde 27 a 35 pg de AUN por muestra (Figura 34A) y utilizando
el fragmento B4/Q como sonda.
En el quimiotumigrama de la figura 348 se aprecia que el fragmento B4/Q híbrida con una
banda de tamaño molecular aproximado de 550 pb en vegetativos <Figura 34B, carril i) y prequisticos
de 12 horas (Figura 34B, carril 2), aunque en esta última muestra no se aprecia con mucha claridad,
mientras en las muestras de ADNc de prequisticos de lSh y 24h (Figura 34B, carriles 3 y 4
respectivamente), la hibridación se localiza en una banda de menor tamaño (400 pb) Pero la mayor
señal de hibridación se obtiene, como cabría esperar, con la población quistica, donde aparecen dos
bandas mayoritarias de 300 y 400 pb (Figura 34B, carril 5). La banda superior (400 pb) coincide con
la de prequisticos de [8 y 24 horas.
Este fragmento 84/Q, al hibridar mayoritariamente en ADNc de quistes de resistencia y
también en prequisticos, se consideró inicialmente útil como sonda de enquistamiento para,
posteriormente, detectar el gen completo sobre las genotecas prequisticas de ADNc previamente
construidas.
4. ANÁLISIS DE LAS GEt’4OThCAS DE ADNc PREQUISTICOS CON LA SONDA B4/O
Una vez reaLzada la hibridación de lasonda B4/Q sobre diferentes muestras de ADNc (Figura
34), se apreció que la señal de hibridación positiva en prequisticos fue más intensa sobre la muestra
de ADNc de 18 horas que sobre la de 12 horas. Ésta fUe la razón de que se eligiera la genoteca de
ADNc de 18 horas para utilizar el fragmento B4/Q como sonda, con la finalidad de buscar el gen
completo o un fragmento mayor del mismo. El análisis de la genoteca ADNc-lSh se realizó a partir
de los clones aislados (halos claros) de las placas de agar (un total de 543 clones). La estrategia seguida
en el análisis de lagenoteca ADNc-1 8h se esquematiza en la figura 35.
Lamayor parte de los clones recombinantes se analizaron por hibridación directa sobre filtros
de nylon conteniendo alícuotas de 15 pl de los clones aislados. Este volumen representa, por mancha
o muestra de ADN sobre el filtro, una cantidad que podría oscilar entre lO~ y ío~ ufp.
De este modo se analizaron 447 clones, de los que 84 se consideraron con respuesta positiva






Aunque la hibridación de la sonda B4/Q con la población de ADNc- 1 8h (Figura 34) indica que el
fragmento de ADNc que hibilda con la sonda es bastante abundante en dicha población, el porcentaje
inicial de clones positivos resultó anormalmente alto. Ante la posibilidad de que se tratara de falsos
positivos [seha estimado que en EMBL3 la proporción de falsos positivos varia entre el 10 y el 50%
(PoRTlzus, 1986)] se procedió a aislar el ADN virico, con la finalidad de hibridar directamente el
ínsert<> con la sonda B4/Q, una vez liberado del vector
El aislamiento del ADN de las partículas viricas se realizó por dos métodos diferentes (apdo.
12 6 de Materiales y Métodos) con objeto de imnimizar los frecuentes problemas de digestión con
enzimas de restricción (Goui;íi & AHMED, 1991), pero en ambos casos el AiDN aislado de los clones
positivos fue resistente a ladigestión con la enzima de restricción EcoR!, por lo que el fragmento de
ADN heterólogo no se pudo recuperar aislado (Figura 35-111).
El fragmento donado se intentó aislar entonces porPCR empleando cebadores universales para
Xgtio (apdo. 13.5. de Materiales y Métodos). La amplificación se realizó directamente a partir de los
halos de lisis aislados (halos claros) y mantenidos en tampón SM (Figura 35-VI) o de clones
considerados como positivos después de la hibridación con 84/Q (Figura 35-y).
Los resultados de la amplificación fueron similares (Figura 36) tanto cuando ésta se realizó
directamente con virus intactos como cuando se emplearon algunos agentes desnaturalizantes (DMSO
oNonidetP4O), para facilitar la ruptura de la cápsidas, como sugieren algunos autores (HENKF.L et al.,
1993). En la figura 36 se muestra la banda amplificada (700 pb) (en presencia y ausencia de dichos
agentes desnaturalizantes) correspondiente al fragmento de ADN heterólogo del clon recombinante
12D 10.
En ocasiones, la recuperación del inserto por PCR directo a partir de paniculas viricas
completas no rendían ningún producto. Ante la sospecha de que existiese algún elemento presente en
la suspensión de fagos que pudiera interferir en la amplificación, ésta se realizó entonces a partir del
ADN aislado de los clones positivos de lambda (Figura 35-y). Pero los resultados fueron siempre
idénticos a los que se obtenian a partir de las amplificaciones usando las partículas víricas completas;
cuando la amplificación directa no rendía ningún fragmento en un clon determinado, tampoco se
obtenia nada si se realizaba a partir de A.DN aislado de ese mismo clon.
Se intentó comprobar la ausencia o presencia del inserto mediante digestiones enzimáticas con
EcoR! de los clones en los que no ocurría amplificación, pero como hemos indicado anteriormente,
el ADN aislado por cualquiera de los dos métodos utilizados fue siempre resistente a la digestión.
La recuperación de los fragmentos donados, por amplificación directa, sólo se consiguió en
9 de los 84 clones seleccionados previamente como positivos, lo que representa el 10,7%. En el resto
de los clones aislados (89,3%) la amplificación (directa o a partir de ADN viral aislado) no dio origen
a ningún fragmento.
El análisis de los 96 clones restantes (una vez analizados 447 por hibridación directa sobre los
filtros de nylon, de un total de 543 clones) se realizó únicamente por PCR directo a partir de los halos
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Fi2ura 35: Estrategia empleada en el análisis de la genoteca de ADNc-l8 h en lgtlO con la sonda
B4/Q.
(I): Cribado por hibridación con la sonda B4/Q de los halos de lisis aislados.
(II): Aislamiento del ADN de los clones reconibinantes positivos obtenidoscon la sonda B4IQ
(111): Recuperación por digestiónenziniática de los insertos de clones recombinantes positn os
obtenidos en el cribado con la senda 34/Q.
(IV): Obtención por PCR dc los insertos de los clones recombinantes positivos obtenidos del cribado
con la sonda B4/Q
(y): Obtención por PCR de los insertos a partir de ADN aislado de los clones recombinantes positivos
obtenidos del cribado con la sonda B4/Q.








De este modo fueron 13 los clones con fragmento de AUN heterólogo recuperable: 9 clones
que previamente mostraron hibridación positiva (12C1, 12D 1, 12Db, 12D1 1, 12F10, 12011, 13(25,
13F6 y 16H2), y 4 clones (15A2, 15D7, 15F7 y 1505) que fueron elegidos, únicamente, por la
presencia de inserto, puesta de manifiesto con la amplificación, aunque no habían sido hibridados
previamente con la sonda B4/Q.
La hibridación de estos 13 fragmentos aislados con la sonda B4/Q no mostró ningún tipo de
señal positiva (Figura 37). Por tanto, al menos en el caso de los clones previamente hibridados (19%
considerados positivos), se trataba de falsos positivos, fenómeno frecuente en el análisis de genotecas
de lambda
5. CLONACIÓN. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE UN FRAGMENTO (B4/OA’ DE
LA SONDA B4/O
Ante los resultados negativos obtenidos tras el análisis de parte de la genoteca de ADNc-l Sh
con la sonda B4/Q y ya que dicha sonda, compuesta por varios fragmentos, constituía parte del gen que
nos interesaba estudiar, decidimos analizar su secuencia. La población de fragmentos se preparó para
su donación en el vector pUCI 8, según se describe en el apartado II de Materiales y Métodos La
donación en este caso se realizó con adaptadores BamHl/NotI, que mejoran la eficiencia de donación
respecto a la donación de AUN con extremos romos.
El análisis de las colonias blancas se realizó tanto por digestión enzimática con BamHI como
por PCR, empleando cebadores universales de pUC/M13 (apdo 13.5 de Materiales y Métodos). Se
seleccionó uno de los clones que contenia un fragmento de aproximadamente 550 pb, coincidiendo con
el tamaño del fragmento mayoritario de la sonda B4/Q. El inserto (que denominaremos B4/QA) fue
recuperado tanto por digestión enzimática con BamHI (Figura 38A, carril 1) como por amplificación,
aunque en este caso el inserto presentaba un tamaño ligeramente superior (650 pb) (Figura 38A, carril
2) al incluir parte del vector, como consecuencia de los cebadores utilizados para su amplificación. En
la parte superior del gel se observa tanto vector no digerido como productos de digestiones parciales.
En el quimiolumigrama de la figura 38B se muestran los resultados de la hibridación (Sou¿thern) del
gel de la figura 38A con la sonda 84/Q, demostrándose que el inserto donado en pUC 18 es reconocido
por la sonda.
El AUN plasmidico del clon seleccionado fue extraído utilizando el ka comercial ¡QjT
obteniéndose de 2 a4 pg de AUN por mililitro de cultivo, con una pureza de 1,5. El fragmento donado
fue secuenciado por el método de los dideoxinucleótidos trifosfatos (ddNTP), empleando cebadores
universales de secuenciación en pUCI 8 (SAMHROOK et al., 1989).
La secuenciación se realizó en ambas cadenas del inserto, obteniéndose 430 b y 220 b en la
cadena complementaria Ambas secuencias fUeron alineadas, encontrándose numerosos huecos o gops
en uno de los extremos del inserto, lo que hizo bastante dudosa la secuencia resultante de esta parte




Figura 39: Secuencia dcl fragmento B4/QA dc 381 pb. procedente dc la sonda B4/Q
El mapa de restricción teórico del fragmento B4/QA, deducido a partir de la secuencia
nucleotidica se muestra en la figura 40. Dicho fragmento es reconocido por un total de 37
endonucleasas de restricción, de las que sólo se representan en dicha figura aquellas que cortan más
frecuentemente el fragmento B4/QA: SfaNI (dos veces), Maelil (dos veces) y Msel (cuatro veces),
mientras el resto (Taqí, EcoRil y Sau96l) cortan una sola vez.
Mcielll EcoRíl MoNI Toqí
1 ~AI 1 MoNI sel Maelll Msel Sau9ól
B4/QA Esrí ¡viS& 1 Msel
0 100 200 300 381 ob
Figura 40: Mapa de restricción del fragmento 134/QA. deducido a partir de la secuencia iníclcotidica
Dado que el análisis de la secuenciamostró un porcentaje de A-4-T del 62,2%, el hecho de que
la enzimaMseI corte cuatro veces el ftagmento secuenciado, ratifica igualmente la abundancia de pares
AT puesto que dicha enzima reconoce la secuencia5’-TTAA-3’.
El análisis de la secuencia, igualmente, nos proporcionó los posibles marcos de lectura que se
pueden establecer en la misma: tres posibles en el sentido 5-3 de una de las cadenas y otros tres en
el sentido 5-3’ de la cadena complementaria, ya que el fragmento donado podría estar inserto en el
5’- CCGYIGCTGT CGGACGACA.A GAATATGAAG GYI’ACCAACC ATCATGATGT
AAACCAGrn GTAAAGAGAG AGCACCCTGA AGGTWFTAAA TYGCAACCCC
TGGCGTAAAA CAATTTAGAG YI1TFGGAAA CAAGCATCTG TYFTACATAG
CATCATCGTT GCTACGCTCA GTTCAGGTrT TAGTTCAAYI TIGGGGCTFT
TAACCTGYIG CTAAAAGGGA AGTAGCGATG TAACAAAATA GGTATATAAT
CAATCGAGGT CGTPAGATAA GAA1T1§ATrF AAACPUáCATC AATJYfAAAA
TCTACATACA TOACCOTACA GAAGCTGTAC AAACCATI?GC CTTGTTATTA
GCGGGACCAI’ CGrGGTAGT TCTGCAI1CAT -3’
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vector en cualquiera de los dos sentidos. De estos seis posibles marcos de lectura de la secuencia
nucleotidica, se eligieron dos como los más plausibles, en función de la aparición de tripletes de final
de lectura, encontrándose ambos en la misma cadena de ADNc (Figura 41). El primer marco de lectura
a considerar comienza en el segundo nucleótido, siendo el primer codón de la secuencia el triplete CGT
(Figura 4 lA), mientras que el segundo marco de lectura viable comienza en el primer nucleótido,
siendo el primer codón de la secuencia el triplete CCG (Figura 41 B).
Con respecto al primer marco de lecturaposible (Figura 41 A), encontramos dos tripletes TOA
de final de lectura, ya que los seis tripletes restantes (dos TAO y cuatro TAA), que podrian igualmente
ser final de lectura, los consideramos codificantes para glutamina, como sucede en la mayoria de los
ciliados estudiados (PkLsCoTT, 1994). La secuencia codificante de 273 pb, con un porcentaje AtT de
66,3%, se extendería desde el nucleátido 41 hasta el 330, donde aparece el segundo triplete TGA de
final de lectura(Figura 42). En la secuencia existe un primer triplete TGA dentro del mismo marco de
lectura, localizado 1 5 bases antes del primer codón de inicio (ATO de la secuencia codificante).
Igualmente, destacamos la secuencia 5’-CCAACCATGA-3’, al ser bastante similar a la secuencia
consenso propuestapara el inicio de traducción en eucariotas (KoÍAK, 1986) El polipéptido resultante
de la secuencia codificante (Figura 42) presenta tres dominios o motivos destacaUes: una región de
posible fosforilación por quinasa-C, localizada a partir del residuo aminoacídico 12 y constituida por
tres aminoácidos (TLK), un motivo de N-miristilación a partir del residuo 52 (GLLTCC) y un dominio
de posible N-glucosilación, constituido por cuatro aminoácidos (NQSR) localizado a partir del residuo
70 de la secuencia aminoacidica. Por último, hay que destacar igualmente, que según este marco
abierto de lectura el polipéptido podría comenzar por tres, dos o un residuos de metionina.
Respecto al segundo marco de lectura (Figura 41 B), en el que no se ha encontrado ningún
triplete TGA de final de lectura, se pueden considerar dos posibilidades:
a) Que todo el marco de lectura sea codificante, y que las dos secuencias ATO detectadas codifiquen
para metioninas internas de la secuencia polipeptídica (Figura 41 -BI).
b) Que la secuencia codificante comience en el codón ATO de la posición 310 de la secuencia, y por
lo tanto la secuencia codificante sea de 72 pb (Figura 41 -B2).
La primera posibilidad rendida un polipéptido de 127 aminoácidos, cuya secuencia se muestra
en lafigura 43. Lo único destacable en esta secuencia aminoacidica es laexistencia de una región de
posible fosfonlación por la casein-quinasa 11, constituida por cuatro aminoácidos (TNHD).
La segunda posibilidad (Figura 44) presentaría una región no codificante (a partir del extremo
5) de 309 pb, con un porcentaje A±Tde 64%. La región codificante de este fragmento presentaría un
marco abierto de lectura de 72 pb, que codificaría para un polipéptido de 24 aminoácidos, con un
porcentaje AtT de 54,2%. En la región considerada como no codificante se observan tres repeticiones
invertidas localizadas en las posiciones -230 a -192 (con una repetición de 6 b), -187 a -160 (con una
repetición deS b) y -117 a-SO (con una repetición de 6 b). Un esquema de estas horquillas se muestra
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Figura 41: Esquema que representa los dos marcos de lectura considerados (Ay 53> junto con las dos
posibles interpretaciones de uno de ellos (53, y B~). La figura A muestra una región codificante de 273 pb que
connenza en el primer ATG, conteniendo cuatro codones TAA y dos TAG que los consideramos codificantes
para glutamina (Q). La figura R constituye un segundo marco de lecturacon dos posibles interpretaciones.
Bh- toda la secuencia constituye una región codificante (381 pb) sin ningún codón de fin de lectum (TGA).
82= la secuencíaconstada de una zona 5 no codificante de 309 pb, y una secuenciacodificante de 72 pb que
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Figura 42: Secuencia nucleotidica y antnoaeídica del primer marco de lectura considerado, que
contiene una secuencia codificante de 273 pb y 90 aminoácidos, En la región 5’ no codificante existe
un triplete TGA en el mismo mareo de lectura (subrayado con una banda negra) y una secuencia
semejante a la secuencia consenso descrita por Kozak (1986). corno inicio de traducción en
cucariotas (subrayada con una banda blanca). El símbolo (*) localiza el codón de final de lectura
(TGA). Los aminoácidos enmarcados representan posibles dominos o motivos TLK. motivo de
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Figura 43: Secuencia nucleotidica y aminoacídica del segundo mareo dc lectura (El), que
considera que toda la secuencia es codificante. Los aminoácidos enmarcados (TNI-JD) representan
un posible motivo de fosforilación por casein-quinasa-Il.
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Figura 44: Secuencia nueleotidica y aminoacidica del segundo marco de lectura (interpretación
B2) que consideran una región codificante de 72 pb y 24 aminoácidos. En la región 5’ no codificante
(309 pb) se distinguen siete secuencias T17TT (ver texto). sombreadas en gris, una secuencia
palindrómica (enmarcada) y seis repeticiones invertidas (indicadas con flechas), que podrían dar
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Este trabajo representa diferentes aproximaciones moleculares para labúsqueda de una sonda
especifica del proceso de enquistamiento en el ciliado Co/podo inflata.
Como ya se ha expresado en la introducción de esta Tesis, en ciliados no se ha identificado
hasta ahora ningún gen relacionado con este proceso de diferenciación celular denominado
enquistamiento. Si se han identificado, en cambio, algunos genes relacionados con procesos similares
de diferenciación celular, tanto en microorganismos eucariotas como procariotas, tales como el proceso
de esferulación en Phvsarum (BERNIER et al., 1987), genes específicos de esporulación en
Diciyoswlium discoideum (DOWDS & LooMrs, 1984; JULUIN et al,, 1982;1984; SINGLETON et al-,
1988), así como muchos genes estructurales y/o reguladores de la expresión géníca en la esporulación
de Bacillus si-ib/jhs (ERRIIMOTON, 1993)
En ciliados el gran desconocimiento sobre este tema es reflejo, probablemente, del escaso
número de trabajos que existen sobre identificación y caracterización dc proteínas relacionadas con el
proceso de enquistamiento Por ello, nos parece útil comentar, a continuación, el contenido de los más
relevantes.
MATSLISAKA y HoNG-o (1984) han identificado, por análisis electroforético, dos bandas
polipeptidicas de alto peso molecular [140 y 190 KO, esta última PAS (Periodic Acid Shiff) positiva]
especificas de pared quistica de H¡strwu/us muscorum, aunque se han descrito además otras seis
bandas de bajo peso molecular que podrían también formar parte de la pared de estos quistes.
En otro ciliado hipotrico, Paraurosty/a sp. (Ríos et al., 1989), se han identificado al menos 15
proteínas diferentes <algunas glucosiladas) especificas de pared quistica, aunque sólo cuatro de estos
polipéptidos de bajo peso molecular representan el 70% de las proteinas de la pared quistica.
Posteriormente, el empleo de un antisuero policlonal contra algunas de estas bandas polipeptidicas ha
permitido su localización en el ectoquiste y endoquiste por inmunocitoquimica a microscopia óptica
(Ríos et al., 1992).
En (‘o/podo inflota (MARTt4-GONZÁLEZ et al., 1991 b) el empleo de un antisuero policlonal
contra paredes quisticas completas aisladas permitió identificar tres principales bandas polipeptidicas
de 61, 66 y 70 KO. El análisis inmunocitoquimico a microscopia electrónica de transmisión,
empleando dicho antisuero, indicó la presencia de proteínas que reaccionan con este antisuero en las
dos envueltas (ectoquiste y endoquiste> de la pared quistica de este ciliado.
Por el contrario, no existen aún datos moleculares sobre la aparición de nuevos tránscritos
durante el proceso de enquistamiento en ciliados o sobre la expresión génica involucrada en el mismo,
y los escasos datos de que disponemos sobre actividades transcripcionales en el enquistamiento se
basan en estudios fisiológicos. En ciliados, en general, se sabe que el proceso de enquistamiento es
dependiente de síntesis de ARN y proteínas (Tabla II), ya que el empleo de inhibidores de ambos
procesos, aplicados durante las primeras horas del proceso de enquistamiento, conduce a la muerte de
las células, al impedir laformación del estado diferenciado o quiste de resistencia.
Una de las posibles razones que podría explicar la falta de datos moleculares en protozoos,
puede ser la ausencia de un método generalizado de inducción sincrónica del enquistamiento. A
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diferencia de la esporulación en microorganismos eucariotas como Aspergí/tus (TIMI3I?LAKE, 1980),
l’hysarurn (SAUER et al-, 1969), Blas/oUcd/e/la (JAWORSKI, 1976) o Dictyostelium (RAMAGOPM. &
ENNIS. 198]) donde este proceso es bastante rápido y sincrónico, en amebas, y sobre todo en ciliados,
el enquistamiento es generalmente bastante asincrónico. A pesar de ello se ha logrado inducir
enquistamiento sincrónico en algunos ciliados hipotricos (DALLAI, 1987; N rsijs»cA., 1977; Ríos et
al., 1989; YONEZAWA, 1 985a) y en algunas amebas (CHAGUA & GRIIITFHS, 1978; LASMAN & SHAVRAN,
1978) sin que ello haya supuesto un avance en la resolución de los aspectos moleculares del
enquistamiento.
Otro problema que dificulta, la realización de una posible genética inversa, especialmente en
Colpódidos, es la diflcii solubilización de los componentes moleculares de las paredes quisticas (TIBEs,
1982). Esta cuestión se comentará posteriormente, en relación con la obtención de una sonda específica
de enquistamiento.
Por tanto, según lo expuesto hasta ahora, podemos decir que la ausencia de datos moleculares
sobre el enquistamiento. junto con los problemas antes citados, dificulta la obtención de una sonda
adecuada y específica de enquistamiento en Colpódidos. Por ello, el trabajo que se presenta aquí ha
constituido una búsqueda de posibles estrategias para la obtención de sondas génicas específicas,
involucradas en el enquistamiento. El esquema de la figura 46 se simplifican las diferentes
aproximaciones moleculares que hemos empleado en la búsqueda de dichas sondas o genes
involucrados en el enquistamiento de Co/podo fr/lota.
Figura 47: Esquema simplificado de las estrategias moleculares utilizadas en la búsqueda dc sondas
especificas de enquistamiento
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2. ANÁLISIS DE ARN TOTAL Y POLIADENILADO DURANTE EL
ENOUISTAMIENTO
Las etapas elegidas paralos aislamientos, tanto de las muestras de ARN total como de ARN
poliadenilado, frieron dos estados diferenciados del ciclo (células vegetativas y quistes de resistencia),
y cuatro etapas prequisticas diferentes (prequisticos de 12h, 1 8h, 24h y 72h). Estos tiempos fueron
elegidos en función de la cinética de enquistamiento de Ci ni/lota, estudiada por técnicas de
inmunofluorescencia (B¡=NITFZet al., 1994). La estimación de La duración total del proceso de
enquistamiento es de aproximadamente 200 horas, por lo que para aseguramos de la obtención de
muestras de ARN de quistes maduros, hemos utilizado cultivos de aproximadamente un mes desde la
inducción de enquistamiento
Como ya se ha descrito, se emplearon dos métodos diferentes para el aislamiento de ARN total:
método de tiocianato de guanidina/fenollcloroformo (CIIOMC/YNSKI & SACCJ-u, 1987) y el de
precipitación con cloruro de litio (CAlI JALA et al., 1983). Las muestras obtenidas en las extracciones
de ARN con el método de CuoMcz’xtAsM y SAcclII presentaron menor pureza (valor medio 1,3, Tabla
XIII), lo que indica una mayor contaminación con proteinas que podría deberse a la existencia de un
único paso de purificación fenol/cloroformo, que además se lleva a cabo únicamente en la primera
parte del protocolo, y que no se repite posteriormente. En cambio, en el método de extracción basado
en el LiCI, existen cuatro pasos de purificación (dos en fenol/cloroformo y dos en cloroformo) en la
penúltima etapa del proceso, lo que permite obtener una relación A-,6>/A280 más próxima a 2, aunque,
por el contrario, representa también una mayor pérdida de muestra y por consiguiente un menor
rendimiento.
El aislamiento de ARN total por el método del Lid permite la recuperación de ARNm intactos,
e incluso de precursores de hasta 10 Kb de longitud, aunque en ocasiones pueden perderse ARN de
pequeño tamaño (CAiHixL.A et al., 1983). En nuestro caso estas posibles pérdidas no resultaban
importantes, ya que nuestro interés se centraba en tránseritos de mayor tamaño, por lo que el análisis
de los patrones de ARN total durante el enquistamiento de (1 inI/ato se realizó utilizando ambos tipos
de extracciones.
El patrón electroforético de las diferentes muestras de ARN total mostró la presencia de das
bandas de ARN muy intensas, situadas debajo de las bandas de ARNr que aparecen en todas las
muestras prequistícas así como en los quistes de resistencia (Figura 4). Pero el patrón observado en
la muestras de A.RN poli(A)~ procedente de etapas vegetativas (Figura 6) indica que ambas bandas
están presentes también en células que se encuentran en el ciclo crecimiento-división, aunque su
abundancia es mucho menor, ya que sólo son visibles, con bromuro de etidio, en muestras purificadas
y enriquecidas en ARNm Podemos considerar dos posibles interpretaciones acerca de la naturaleza
de estas bandas de ARN tan abundantes:
a) podría tratarse de ARN ribosómico, procesado, degradado o alterado durante el proceso de
enquistamiento.
b) podrían ser moléculas de ARNm involucradas en el proceso de enquistamiento.
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En relación con la primera de las hipótesis, se puede interpretar como una degradación
selectivade ARNr durante el proceso de enquistamiento, que podría relacionarse con la disminución
de los niveles celulares netos de ARN que ha sido detectada en algunos ciliados como 1-Ji striculus
muscorum (SENDo&MATSUSAKA, 1982)y Colpoda ste¡nii (TWBS&MARSHALL, 1970), así como en
Aeanthamoeba (STEVBNS & PAcIIIÍR, 1973).
A pesar de que durante el enquistamiento de (‘olpoda inflata puede existir un mecanismo de
degradación selectiva para el ARNr 265/285, los resultados obtenidos cuando se utilizó la sonda
ribosómica heteróloga procedente de Euplotes crassus (sonda que contiene el extremo 3’ del ARNr
17S/1 85 y la secuencia completa del ARNr 265/285) parecen descartar esta posibilidad. La sonda
utilizada, aunque heteróloga, hibrida con las dos bandas de ARNr (Figura SE), pero no se detecta
hibridación en ninguna de las dos bandas indicadas (ISA y ISE), por lo que resulta dificil pensar que
dichas bandas representen productos de degradación del ARNr 265/285. La hibridación con la sonda
homóloga de ARNr (fragmento de 555 pb del extremo 5’ del ARNr 175/1 SS) tampoco hibrida con las
bandas de A.RN antes citadas (Figura 4C), confirmando igualmente que, al menos, la banda 15B
(situada debajo de la subunidad ribosómica menor) no es tampoco un producto de degradación.
En esta segunda hibridación (Figura 4C), se puede apreciar que el marcaje aparece sobre todo
en la subunidad menor del ARN ribosómico, aunque se aprecia también hibridación con la banda
ARNr 265/285. Puesto que la sonda ribosómica utilizada contiene sólo un fragmento del extremo 3t
del ARNr 175/185, resulta sorprendente la hibridación con la subunidad grande del A.RN ribosómico.
Estos resultados podrían interpretarse como la consecuencia del arrastre de ARNr 17S/l SS durante la
electroforesis, ya que la hibridación aparece más como un patrón continuo que como una señal
especifica a la altura del 265/285. Esta hipótesis resulta más plausible que la posible existencia de
zonas de homología interna entre la sonda ribosómica utilizada y la subunídad grande, o incluso que
la existencia de algún precursor que aparezca durante el procesamiento del ARN ribosómico y que se
sitúe a nivel de ARNr 26S/28S.
Se ha detectado también (Figura 4C, carril 1) una banda situada encima del ARNr de la
subunidad mayor, presente sólo en muestras de ARN total procedentes de células vegetativas. Esta
banda no se ha detectado en el resto de las muestras de ARN prequistico (Figura 4C carriles 2 y 3) y
pensamos que podría tratarse de un precursor de ARN ribosómico, quizá ARNr 35S que podría
contener los tres ARNr de mayor tamaño, como sucede en Tetrohymena (dEcir, 1986), aunque la
carencia de estudios semejantes en Colpoda no nos permite aún caracterizar esta molécula.
En resumen, la ausencia de hibridación de ambas bandas (ISA y ISB) con cualquiera de las
dos sondas ribosómicas utilizadas (sonda homóloga procedente de U inflata y sonda heteróloga
procedente de LI crossus> parece descartar la primera de las hipótesis, ya que parece más probable que
se trate de ARN no ribosómico
Según la segunda hipótesis propuesta, es posible que se trate de tránscritos poliadenilados,
aunque el hecho de su aislamiento a través de una columna oligo(dT) no garantiza que las moléculas
se encuentren poliadeniladas, ya que existe una fracción de ARN ribosómico, y por tanto carente de
una colapoli(A)j que es también retenido (Figura 6, carril 1). De hecho existen referencias en ciliados
(MARTINDALF & BRIJNS, 1983; SciíMJnr et al., 199]) que muestran uniones inespecificas de moléculas
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de ARN a la matriz de las columnas de oligo(dT) causada por la presencia de zonas ricas en pares A-T,
en lugar de su unión a la cola poliadenilada de los ARNm, lo que confirma el alto contenido MT en
el ADN micro y macronuclear de ciliados (PREscorT, 1994).
La aparición de nuevos tránscritos durante el enquistamiento estaría en consonancia con los
estudios realizados con inhibidores de transcripción, que han puesto de manifiesto que el
enquistamiento es dependiente de nuevasintesis de ARN tanto en Co/podo (BENÍTEz, 1990), como en
el resto de ciliados estudiados (GuisE, 1973; GUTUÉRREZ, 1981; MATSIJSAKA, 1979; MATSUSAKA &
KIMIJRA, 1981; RIJIITMAN & KUCK, 1985; YONEZAWA, 1985b).
La presencia de las bandas 15 A y 1 SE en extracciones purificadas y enriquecidas en ARNm
procedentes de células vegetativas (Figura 6) podría indicar que dichas moléculas de AiRN representan
tránscritos que, aunque están mayoritariamente presentes durante el proceso de enquistamiento, se
sintetizan también durante el ciclo crecimiento-división del ciliado. Se puede especular, por tanto, sobre
la existencia de un mecanismo de regulación de la actividad transcripcional, o bien mecanismos de
regulación postranscrípcionaies que favorezcan la acumulación de estos tránseritos, como por ejemplo,
alteraciones en su tasa de degradación, o mecanismos de estabilización de ARNm.
Así, por ejemplo, durante la diferenciación de 1)iútyos/e/ium (Rowrik~v¶P & FDuEL, 1980> se
ha descrito un mecanismo de regulación de la actividad transcripcional. En este microorganismo se han
localizado tránseritos presentes en una copia por célula durante el crecimiento vegetativo, detectándose,
en cambio, varios cientos de copias de dichas moléculas durante la fase de preagregación. Pero, como
han sugerido Kíu.ícK & WRJGIYr (1974), aún no se conoce si estos cambios son consecuencia del
incremento de la actividad transcripcional o de la disminución de la tasa de degradación debida a
mecanismos de estabilización de ARNm.
Estas bandas de ARN (1 SA y 1 SE) encontradas en (1 in/lata (probablemente ARNm como
ya se ha indicado) aparecen también en el quiste de resistencia maduro (Figura 4B, carril 4). Según se
ha expuesto en la introducción (Tabla 1) existen numerosas especies de hongos, amebas y algunos
ciliados cuyas formas de resistencia (esporas o quistes) contienen algunos ARNm necesarios para la
germinación o exquistamiento, que han sido biosintetizados por la célula durante la formación de la
espora o quiste- En procariotas ocurre algo similar durante la esporulación, ya que la -espora bacteriana
de Bacillus (MeIR el al., 1 994) contiene también ARNm que utilizará durante su germinacion.
Los escasos datos de que disponemos hasta ahora (ya que en Colpoda inflata no se ha
realizado aún ningún estudio con inhibidores metabólicos durante el exquistamiento) no nos permiten
afirmar sí estas moléculas de ARN (posibles tránscritos) contienen información necesaria para el
enquistamiento o para el proceso opuesto (exquistamiento), y si estos ARNm detectados durante el
enquistamiento son los mismos que se acumulan también en el quiste de resistencia.
El estudio de la cinética del enquistamiento por inmunofluorescencia (BENÍTEZ et al., 1994),
empleando un antisuero contra elementos de pared de los quistes de <2. inflata (MARTÍN-GONZÁLEZ
et al., 1991b), indican que al comienzo del proceso de enquistamiento (entre 6 y 10horas después de
la inducción del proceso) la célula adquiere la forma esférica, pero aún no ha comenzado a secretar los
precursores de pared. Por otra parte, el estudio ultraestructural del enquistamiento en este ciliado
(MARTÍN-GONZÁLEZ et al., 1994) ha puesto de manifiesto que los precursores de la. capa más externa
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o ectoquiste (en forma de paquetes fibrilares) surgen en células prequisticas de 8 horas. Posteriormente,
estos precursores son secretados para formar el ectoquiste (proceso rápido y uniforme en toda la
superficie celular prequistica), y laformación de esta capa externa culmina entre 20 y 30 horas después
de la inducción del enquistanénto. La secreción de precursores de la capa interna o endoquiste es más
tardía, observándose entre 20 y 30 horas después de la inducción (IvL4RríN-GONzÁISZ et al., 1994),
De acuerdo con todos estos resultados, es posible que la aparición de nuevos tránscritos en la
célula prequistica (al menos los que codifican para elementos de pared) sea muy temprana,
probablemente antes de las 8 primeras horas desde la inducción, aunque no se descarta la aparición
posterior de otros ARÑm necesarios durante el proceso de diferenciación. De hecho, se ha sugerido
(GUT]ÉRRF.Z el al, 1990) que la aparición sucesiva de precursores en el citoplasma prequistico podría
estar determinada por una expresión génica igualmente secuencial.
Según todo lo expuesto anteriormente, parece probable que las bandas 1 SA y 158, presentes
principalmente en muestras procedentes de etapas prequisticas, representen moléculas de ARN
poliademíadas, especialmente abundantes durante etapas tempranas del proceso de diferenciación. Es
posible que estos primeros tránscritos sean inestables, como sucede durante la diferenciación de
I)ietyostelium (Bínvn3nRci &Louisii, 1980; MANGIAROTTI et al., 1985; NltVll.Js, 1983V
De nuestro trabajo no se han desprendido datos suficientes para conocer sí estos ARN
procedentes de las bandas ISA y 158 son los mismos que se acumulan en los quistes de resistencia,
gracias a algún mecanismo de estabilización postranscripcional. Tampoco conocemos hasta cuándo
la célula prequistica es transcripcionalmente activa, aunque parece lógico pensar que dicho proceso
disminuya paulatinamente a lo largo del enquistamiento debido a la progresiva deshidratación que sufre
la célula y que probablemente inactiva el metabolismo celular (GuTlÉmwz et al-, 1990).
3. ESTRATEGIAS EMPLEADAS EN LA BÚSOLEDA DE SONDAS ESPECÍFICAS DE
ENOUISTAMIENTO EN U inflan
,
Como ya se ha señalado, el principal problema para la búsqueda de genes específicos de
enquistamiento es la ausencia de una sonda adecuada, lo que es consecuencia a su vez de una serie de
dificultades que comentaremos acontinuación.
En primer lugar, los problemas para la solubilización de componentes macromoleculares de
pared quistica de ciliados han sido ya descritos en labibliografla (GUTIÉRREZ et al-, 1984; Los et al.,
1989; TmBs, 1966; 1982) Por ello la posibilidad de elaboración de sondas oligonucleotídicas a partir
de la secuencia aminoacídica de algunas de las proteínas constitutivas de pared, resulta bastante
compleja, a diferencia de lo que sucede con proteínas solubles que se liberan al medio, como por
ejemplo, las feromonas (MTCEIí et al., 1989). Igualmente, se podría utilizar una proteína soluble de
carácter enzimático involucrada específicamente en el enquistamiento, pero el escasísimo conocimiento
actual del metabolismo ligado al enquistamiento hace, de momento, inviable esta aproximación. No
obstante, no descartamos aún la posibilidad futura de utilizar una proteína de pared quistica como
herramienta para llevar a cabo una genética inversa, cuando se logre una adecuada solubilización y

















































Figura 47: Esquema donde se integran las estrategias seguidas y los resultados obtenidos en la búsqueda de










La dificultad de utilizar marcaje radiactivo (por falta de permisos e instalaciones adecuadas)
nos impidió también realizar experimentos de marcaje in vivo que nos permitieran, posteriormente,
utilizar sondas de ARN aisladas durante diferentes fases del enquistamiento, estrategia empleada
frecuentemente en algunos de los genes caracterizados en procesos de diferenciación en hongos
(BERNIER et al., 1986a; DOWDS & LOoMIS, 1984; JACQUET et al., 1981; MANCIIAROTTI et al,, 1985;
PAILOTA et al., 1986; ROWEKAMI> & PIRTEL, 1980; Wn.r.LAMs & LLOYD, 1979). Teniendo en cuenta
esta serie de limitaciones y problemas, nos propusimos la búsqueda de alguna sonda específica de
enquistamiento utilizando tres diferentes estrategias, esquematizadas en la figura 46 y cuyos
resultados, que se presentan agrupados en lafigura 47, se discutirán a continuación.
3.1. Sondas derivadas de bandas de ARN
Esta estrategia fue desarrollada basándonos en la inusual intensidad de las dos bandas de ARN
anteriormente citadas (ISA y 158), visibles en electroforesis de agarosa a partir de muestras de ARN
total obtenidas de etapas prequisticas (Figura 9).
Unavez aisladas ambas bandas de ARN (lSAy 158), se sintetizaron los híbridos ADNc:ARN
para cada una de las muestras. El paso siguiente fue su amplificación por PCR y su donación en el
vector pUC18. Esta donación se realizó sin adaptadores, es decir, donación de ADNc con extremos
romos. Por esta razón, probablemente, el porcentaje de transformantes fue en ambos casos muy bajo
(1,2% y 6% respectivamente).
Después de seleccionar los clones que contenían inserto de ADNc (clones pC[B9 y pCIAI 8),
se marcaron por PCR con digoxigenína para realizar hibridaciones sobre muestras de ARN total
aisladas adiferentes tiempos del proceso de enquistamiento.
Estas hibridaciones (empleando como sondas los insertos B9 y AlE marcados) sobre las
muestras de ARN tota], extraídas con tiocianato de guanidinalfenol/cloroformo, mostraron señales de
hibridación muy débiles en ambos casos (Figuras 14 a 18). Los resultados de las hibridaciones
utilizando muestras de ARN total obtenidas por LíCI fueron negativas, aún cuando las cantidades de
ARN depositadas sobre los filtros fueron las mismas en ambos métodos,
La extracción de bandas de ARN, presumiblemente específicas de estados diferenciándose, y
su posterior donación, no es un método utilizado frecuentemente ya que, generalmente, resulta dificil
la visualización clara de bandas de ARNm tras tinción con EtBr, por lo que la identificación de
tránscritos específicos suele realizarse empleando un marcaje radiactivo in vivo con posterior detección
en un autorradiograma a partir de muestras purificadas y enriquecidas en ARNm. Además, otro
problema asociado a esta metodología es el escaso rendimiento que se obtiene del aislamiento directo
de ARNm a partir de geles de agarosa, así como la obtención de ARNm frecuentemente degradado
(WALLACE et al., 1987)
Una posible explicación parala falta de reconocimiento de los fragmentos donados, utilizados
como sondas (B9 y AlE), sobre muestras de ARN total podría ser la contaminación ‘con algunas de las
bandas de ARNr próximas a las aisladas 1 SAy 1SB, que posteriormente podrían haber sido donadas
en el vector, al presentar homologías entre secuencias internas ricas en adenina y el cebador oligo(dT)
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utilizado para la síntesis de ADNc. De hecho, se ha descrito la existencia de algunos clones de ADNc
“ribosoma]” resultantes de la transcipción inversa de ARR ribosomal empleando cebadores oligo(dT),
a partir de poblaciones de ARN total utilizadas para la donación (WILLIAMS & LLOYI), 1979), Sin
embargo, la hibridación negativa de estos fragmentas donados (B9, AIS y MS) (Figura 21) con parte
del fragmento del ADNr 175/185 utilizado como sonda, parece descartar la posible contaminación
ribosómica, al menos con parte de la subunidad 175/1 SS del ARNr, que hubiera sido más probable
para el clon B9, ya que deriva de la banda de ARN más cercana a dicha subunidad de ARNr (banda
1 5B). No obstante, aún cabe la posibilidad de contaminación con la subunidad mayor de ARNr,
cercana a la banda superior de ARN que se ha donado (ISA), aunque no tenemos <latos suficientes
para comprobar esta hipótesis
La dificultad de interpretar estos resultados junto con la falta de hibridac¡ón sobre filtros
conteniendo las poblaciones de A.DNc donadas (Figuras 19 y 20), nos llevó a descartar estos insertos
(B9 y Al 8) como potenciales sondas de enquistamiento
3.2. Experimentos de sustracción
La segunda estrategia se basó en experimentos de hibridación sustractiva entre los ADNc
sintetizados a partir de poblaciones de ARR poli(A)* de células prequisticas de 12 y 18 horas, El
objetivo de estos experimentos era la comparación de la homología de ambas poblaciones de ADNc,
obtenidas en etapas relativamente tempranas del proceso, donde pensamos que podían encontrarse
mayores diferencias entre las poblaciones de AR.Nm. De este modo podríamos seleccionar moléculas
de ADNc especificas de algunas de estas poblaciones prequisticas, eliminando el resto de moléculas
homólogas de ambas poblaciones.
Para realizar estos experimentos se partió de poblaciones de ADNc unidas a adaptadores
EcoRI, que permite su amplificación por PCR con un cebador especifico (E03) que hibrida con dicho
adaptador. Con objeto de obtener suficiente cantidad de ADNc para realizar la sustracción se
amplificaron, utilizando el cebador antes citado, cinco alícuotas de cada una de las poblaciones, que
después se unieron,
La electroforesís de estas muestras de ADNc amplificadas (Figura 22) presentaba un conjunto
de moléculas con un tamaño máximo inusualmente alto en ambas muestras (12 y 18). Una posible
interpretación para este hecho podría ser la formación de concatémeros entre las moléculas de ADNc
amplificadas (debido a la presencia de extremos protuberantes Eco Rl),
Con la finalidad de incrementar la potencial heterogeneidad de una de las poblaciones de
ADNc (18 h), se realizó unPCRasimétrico (Figura 23) empleando una mezcla desigual de cebadores
(E04 = 9 1) El cebador E05 (5’-E04+E03-3’) permitiría la amplificación de todas las
moléculas de ADNc de dicha población (18 horas), mientras el cebador E04 (de secuencia arbitraria
para estas poblaciones) permitiría la amplificación de algunos fragmentos de dichas moléculas por
homología interna (Figura 48).
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Figura 48: Esquema dc amplificación con los cebadores E04 xTO5
También se podría contemplar la posibilidad de que el fragmento £03 del £05, que hibrida
con el adaptador EcoRI, pudiera encontrar alguna región homóloga interna, como se muestra en el
esquema anterior (Figura 48), lo que incrementaría igualmente la heterogeneidad de la población. Esta
posibilidad se pudo dilucidar posteriormente al utilizar estos mismos cebadores en el estudio de
polimorfismos de las poblaciones de ADNc (sin adaptadores EcoRl). Los resultados, que serán
discutidos en el siguiente apanado, indican que ambas poblaciones de ADNc (1 2h y 1 8h) presentan
zonas de homología interna para ambos cebadores (£04 y £03), siendo especialmente abundantes las
secuencias complementarias al cebador E04 (Figura 25) dada la aparición de un gran número de
bandas
Es importante indicar que el patrón de polimorfismos con este cebador no genera fragmentos
mayores de 2,2 kb o, a] menos, no lo hace con el suficiente rendimiento como para ser detectados con
EtEr, ya que como algunos autores señalan (BrouRsoN et al., 1992), el empleo de grandes fragmentos
de ADN (generalmente de tamaño superior a 2 kb) puede incrementar el riesgo de perder regiones no
homólogas durante la sustracción. En nuestro caso, la amplificación de las moléculas completas de
ADNc se generaría, teóricamente, sólo con los cebedores E03 y £05, mientras el empleo del cebador
£04 (y también del cebador £03), podrían originar fragmentos de tamaño inferior a la longitud
completa de las moléculas de ADNc en ambas poblaciones (12h y 18h). No se descarta tampoco la
presencia de secuencias internas complementarias al cebador £05 (E03±E04),pero dada la longitud
de dicho cebador (33 pb), resulta más improbable.
La posterior amplificación por PCR de cada una de las poblaciones sustraídas (ADNc-18s y
ADNc- 1 2s) empleando el cebador FOS dio origen a un patrón continuo de bandas (Figuras 24A y
24B). Como ya hemos indicado, el cebador E05 permitiría la amplificación completa de todas las
moléculas de ADNc que presentaran extremos EcoRI. Por tanto, estos resultados podrían indicar, en
principio, una máxima heterogeneidad entre ambas poblaciones,
El empleo de diluciones en las amplificaciones nos permitió amplificar selectivamente las
moléculas más abundantes presentes en la población En cualquiera de las diluciones empleadas, el







discretas en ambas poblaciones sustraídas (en el caso de ADNc-lSs a partir de la segunda dilución
utilizada y para ADNc- 1 2s en las dos últimas diluciones),
Ambas poblaciones sustraidas resultaron tener un gran número de moléculas de muy diferente
tamaño, todas ellas amplificadas por el £05. Estos resultados admiten dos posibles interpretaciones:
la sustracción no se ha realizado con suficiente efectividad, o ambas poblaciones (1 2h y 1 Eh) son muy
diferentes, existiendo muy poca o ninguna homología entre ellas,
Las amplificaciones con el cebador E04, de secuencia arbitraria para ambas poblaciones,
originó bandas discretas, más evidentes en las diluciones más altas. Estos resultados indicarían, por una
parte, la existencia de una amplificación selectiva dada la abundancia de estas moléculas en las
poblaciones y, por otra, cierta heterogeneidad entre ambas poblaciones sustraídas, ya que los patrones
de bandas amplificadas son bastante diferentes (Figuras 24A y 24B).
Aunque existen casos en los que lahibridación sustractiva se ha aplicado con éxito (BrouísoN
et al., 1992; Luv et al., 1991; YANCOPGMJLUS et al,, [990), también es cierto que la sustracción no
siempre es efectiva, o el rendimiento no es demasiado alto, Nos inclinamos a pensar que el punto
critico de la metodología es la fotobiotinilización del ADN, más que la unión con la estreptavidina, la
cual presenta una especificidad muy alta por la biotina. si bien la etapa de hibridación puede resultar
igualmente critica.
Creemos que, probablemente, la sustracción se ha realizado parcialmente o con un bajo
rendimiento, ya que resulta poco fiable que ambas poblaciones, tan cercanas en el tiempo según la
cinética de enquistamiento de O. inflata (BENÍTEZ et al., 1994), presenten una heterogeneidad tan
elevada, Por otro lado, también los resultados del estudio de los polimorfismos de las poblaciones de
ADNc, nos indican, como ya discutiremos en el siguiente apartado, la existencia de una elevada
homología entre estas dos poblaciones,
Sin embargo, la amplificación con el cebador £04 nos ha mostrado cierta heterogeneidad entre
las poblaciones, presentando patrones de bandas diferentes. No descartamos la posibilidad de utilizar
esta probable heterogeneidad en un futuro próximo, tras aislar las bandas diferencivaies, marcarías y
dilucidar por hibridación cruzada su presencia/ausencia en las muestras 12h y 18k Dichas bandas
podrían ser utilizadas como sondas especificas de etapas prequisticas, siempre y cuando no estuvieran
presentes en ambas poblaciones.
3.3. Polimorfismos de poblaciones de ADNc
Como consecuencia de la deficiente sustracción obtenida entre las poblaciones de ADNc (12h
y 1 Eh), intentamos una segunda estrategia para buscar una mayor heterogeneidad entre dichas
poblaciones. Esta estrategia se basó en el estudio de los patrones polimórficos obtenidos por PCR,
empleando cebadores de secuenciaarbritaria para los ADNc de estados prequisticos (12h, 18h y 24h)
y los procedentes de estados definitivos (vegetativos y quistes maduros). De esta forma, a partir de
estos perfiles polimórficos, se podrían obtener bandas únicas o especificas de algún estado prequistico
o diferenciado en una población concreta de ADNc.
Todos los cebadores utilizados (£03, £04, SAl y SA2) se comportaban como cebadores
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arbitrarios o marcadores polimórficos para todas las poblaciones de A.DNc, ya que dichas poblaciones
carecían del adaptador EcoRl. Como se observa en las figuras 25 a 28, todas las amplificaciones
mostraron patrones con un alto número de bandas (especialmente con el cebador E04).. encontrándose
en algunos casos bandas de alto tamaño molecular (hasta 2 Kb).
A partir de los patrones de polimorfismos de las diferentes etapas prequisticas, podemos
deducir la existencia de un elevado nivel de homología entre todas las poblaciones, destacando
especialmente las poblaciones de ADNc de prequisticos de 12 y 18 h, En general, no apreciamos
grandes diferencias entreestas etapas prequisticas y los dos estados diferenciados del ciclo (vegetativos
y quistes). En todos Los casos, se detectan numerosas bandas comunes a todas las poblaciones (ver
especialmente los polimorfismos con cebadores SAI/SA2, SAI y 5A2 de las figuras 26 y 28
respectivamente). No obstante, también se observan bandas únicas, presentes sólo en algún estado del
proceso de enquistamiento, o bien en los estados diferenciados, con cualquiera de los cebadores
utilizados, El aislamiento de todas estas bandas resultaba a veces problemático, debido a su cercanía
con otras bandas comunes, por lo que sólo fueron escindidas del gel aquellas bandas que, además de
ser intensas, estuvieran suficientemente separadas de otras, para minimizar al máximo las
contaminaciones con bandas cercanas.
A pesar de quela banda con laque finalmente trabajamos (B4/Q) no fue visible por tinción con
EtBr en la electroforesis de las distintas muestras de ADNc (a excepción de la muestras de ADNc de
quistes de la que fUe aislada), se confirmó su presencia en las muestras del resto de las poblaciones de
ADNc, con similar intensidad de hibridación para todas ellas (Jal de la figura 32). Una posterior
hibridación (Southern) de estas mismas muestras de ADNc con el fragmento-sonda B4/Q (Figura 34)
mostró resultados más interesantes
En primer lugar, y como se confirmó con tas hibridaciones en dat, todas las muestras
presentaron alguna señal de hibridación positiva, pero la intensidad de la señal no fue la misma para
todas ellas. Es posible que la presencia desigual de esta molécula específica de ADNc en los diferentes
estados estudiados, se tradujera en una amplificación por PCR también desigual, obteniéndose la
máxima presencia en los quistes de resistencia de 1’. fn/Jata. En segundo lugar, también apreciamos
que la hibridación positiva con la sonda B4/Q se localiza en fragmentos de la población de AUNe
situados en diferentes niveles. Las poblaciones de vegetativos y prequisticos tempranos (12 h)
presentan una banda de hibridación a la misma altura, mientras en el resto de prequisticos (18 y 24 h)
la señal se localiza en bandas de menor tamaño molecular. En las muestras de ADNc de quistes
aparecen dos bandas de hibridación, una de las cuales coincide con lade los prequisticos de 1 8 y 24
h, mientras que la otra bandase localiza justo debajo de la anterior.
Una primera interpretación posible del patrón de hibridación obtenido de los diferentes ADNc
de distintas fases del enquistamiento de U fn/la/a, podria ser la consecuencia de la incompleta
transcripción realizada in vitro por la transcriptasa inversa. En el paso de ARN poli(A) a ADNc se
pueden originar diferentes longitudes o extensiones de moléculas de ADNc para cada especie de
AR.Nni, de tal forma que en una determinada población de ADNc podemos encontrar una mezcla de
moléculas de ADNc de diferentes longitudes derivadas del mismo tránscrito. Y no sólamente pueden
existir diferencias cualitativas sino también cuantitativas para cada copia de AiDNc, por lo que existe
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heterogeneidad cualitativay cuantitativa en lapoblación de moléculas de ADNc derivadas de un mismo
ARNm. Así por ejemplo, en los quistes maduros hay dos fragmentos mayoritarios, derivados del
mismo tránscrito que son reconocidos por la sorida B4/Q. En las muestras de prequisticos de 1 Sh y
24h, el fragmento mayoritario coincide con el de menor tamaño reconocido por la sonda en quistes.
Y en vegetativos y prequisticos de 1 2h la sonda R4IQ reconoce un fragmento (de los posibles
derivados del mismo ARNm) de igual tamaño que el mayor obtenido en la muestra de quistes de
resistencia,
Una segunda interpretación del patrón de bandeo observado en la figura 34, podría ser un
posible procesamiento de tránscrito primario o precursor, dando origen a formas mas pequeñas que
surgirian en la mayor parte del proceso de enquistamiento, acumulándose ambas formas en los quistes
maduros. Deeste modo, podrían existir diferencias cuantitativas entre ambas formas (procesadas y no
procesadas) en las diferentes poblaciones, lo cual explicaría la detección de sólo una de ellas en
algunas muestras- Esta segunda hipótesis nos parece improbable, sobre todo teniendo en cuenta que
la sonda 84/Q es un subproducto de PCR derivado de un fragmento aislado de ADNc de
aproximadamente 1.600 pb, longitud que parece más próxima a la media que presentan los ARNm
eucanotas.
Según todos los datos expuestos, nos inclinamos hacia la primera posibilidad, es decir, que la
sonda B4/Q ha hibridado preferentemente con fragmentos menores o incompletos del mismo tráiscrito
original, más abundantes en las muestras de ADNc.
Existe otro punto importante que merece discusión ya que, como acabamos de decir, la sonda
B4/Q procede de una molécula de mayor tamaño obtenida en uno de los polimorfismos, pero, en
cambio, la hibridación de dicha sonda con la población de ADNc de quistes se observa en dos bandas
(Figura 34), lamayor de las cuales presenta un tamaño de 400 pb.
Probablemente, la explicación más inmediata a esta observación sea la pérdida de esta
molécula de ADNc de gran tamaño (y probablemente de otras) durante la transferencia, pero podemos
pensar quizá en otra explicación adicional, derivada de la metodologia utilizada, No hay que olvidar
que esta hibridación se ha realizado sobre poblaciones de ADNc unidas al adaptador EcoRí y
amplificadas con el cebador £03, que al ser complementario a la secuencia de dicho adaptador,
permite aplificar toda la población, obteniendo así cantidad suficiente de ADNc para realizar las
hibridaciones, Evidentemente, la realización de amplificaciones consecutivas sobre una población de
moléculas puede conllevar un efecto no deseado, como es la selección de las moléculas más
abundantes en dicha población. De este modo, podria ser posible que la molécula original de 1 .600 pb
estuviera infimamente representada en la población amplificada, ya que la amplificación por PCR
incrementaría la población de moléculas más abundantes que, como se observa en la figura 34, se
sitúan en un rango inferior de tamaños, perdiendo paulatinamente las moléculas menos abundantes.
Por último, otra cuestión a discutir es la intensidad de hibridación, es decir, la cantidad de
copias presentes en cada muestra. El incremento paulatino en la intensidad de la hibridación (débil en
vegetativos y prequisticos tempranos y más intenso a medida que avanza el enquistamiento, hasta
alcanzar el máximo en la muestra de quistes de resistencia>, podría interpretarse bien como
consecuencia del aumento en los niveles de transcripción de dicho gen, o bien debido a una sucesiva
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acumulación en el citoplasma prequistico sin que dichos trAnscritos sean degradados, con el
consiguiente aumento de longevidad. Además, ambas posibilidades no son exeluyentes, por lo que se
podrían dar simultáneamente durante el enquistamiento.
Por consiguiente, tendríamos un fragmento-sonda (64/Q) que correspondería a un tránscrito
que aparece preferentemente durante el enquistamiento (aunque también se detecta en vegetativos),
y que se acumula en los quistes de resistencia definitivos. Estos resultados, tomados en conjunto,
coinciden con algunos datos descritos en otros sistemas vivos eucariotas y procariotas que
experimentam procesos de diferenciación, en algunos casos semejantes a la criptobiosis de ciliados.
Así por ejemplo, RUri-WRFORD y colaboradores (1985) distinguen dos clases de ARNm presentes
durante el proceso de diferenciación (formación del cuerpo fructífero y esporas) en Dicfyostelium:
ARNm constitutivos (presentes tanto durante el crecimiento de las formas vegetativas como durante
el proceso de diferenciación, aunque en número variable de copias) y ARNm específicos de cada etapa
del proceso de diferenciación (agregación, post-agregación y formación de esporas y tallo en el cuerpo
fructífero)
Según esta posible clasificación de tránscritos presentes durante procesos de diferenciación
microbiana, se podria pensar que el tránscrito que reconoce la sonda B4/Q se comporta
constitutivamente, ya que aparece tanto en vegetativos como en estadios de diferenciación, Por otra
parte, el incremento de su presencia en etapas prequistícas avanzadas y quistes maduros, nos podría
hacer pensar que dicho ARNm es importante o necesario para el enquistamiento de (7. inflata, Sin
embargo, caben otras interpretaciones, como por ejemplo que este ARNm, aunque biosintetizado
durante el enquistamiento no se traduzca hasta el exquistamíento, siendo mantenido o guardado en el
estado quiste hasta su utilización en los primeros momentos del exquistamiento. Estos tránscritos se
pueden mantener sin degradación, bien debido a la deshidratación que ha sufrido el citoplasma quistico
durante el proceso de enquistamiento, o bien debido a mecanismos de estabilización postranscripcional
para moléculas de ARNm. En este sentido se podria pensar en ciertas estructuras secundarias que
regulen su estabilidad o en la asociación con proteínas especificas formando complejos de
ribonucleoproteina, que mantienen estable, y potencialmente traducible, al tránscrito durante
prolongados periodos de tiempo, como sucede para ciertos AR.Nm en oocitos de Xenapus laevis
(SiáM»xl<r & JACKSON, 1994), El almacenamiento de moléculas de ARNm específicas de
diferenciación es un hecho comprobado tanto en eucariotas [diferenciaciónde Diciyostc/iwn (DowDS
& LooMis, 1984)] como en procariotas [situacionesde estrés inducido por hambre en el género Vibria
(AU3ERTSON, 1990)].
Igualmente, existen casos descritos en la bibliografia microbiana en los que determinados
trAnscritos biosintetizados durante ciertas fases de un proceso de diferenciación se utilizan en otras
etapas posteriores; así por ejemplo en la esporulación de hongos como Mucor (O1u.owsM, 1991) y
D/astoc/adie//a <SiLvA eta],, 1987), al igual que en la esporulación bacteriana (Mom. et al., 1994). En
ciliados [Tefrahymenapyr¡farmis (SOARES et al., 1984)] se ha descrito la utilización de ARN poli(A)
preexistente, no asociado a ribosomas, en células que sufren una situación de estrés inducido por
hambre.
En Dictyastelium d¡sco¡deum se ha obtenido ADNc a partir de uno de los ARN poliadenilados
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acumulados en las esporas de este hongo (CAMONIS et al,, 1982), utilizándose como sonda sobre una
genoteca de A.DN genómico, lo que condujo al aislamiento del gen codificante para el ARNm
almacenado en el estado espora (JUiJEN et al., 1982). La hibridación de dicho fragmento génico con
ARN poliadenilado procedente de células vegetativas, células en diferentes fases del proceso de
diferenciación y esporas, resultó similar a la que hemos encontrado en (1 fn/Jata con la sonda B4/Q,
es decir, bajos niveles de hibridación en vegetativos y células diferenciándose, mientras la señal de
hibridación se incrementó unas quince veces en la muestra de ARN procedente de esporas. Estos
autores sugieren que la acumulación de este ARNm (específico de espora) estaría sometido a cierto
control durante el proceso de diferenciación, sin que exista una apertura génica específica ligada a
dicho proceso.
Haciendo un resumen en este punto de la discusión, tendríamos, por tanto, un tránscrito
presente en baja cantidad en el estado vegetativo de (1 inflata, que paulatinamente incrementa su
presencia a medida que avanza el enquistamiento, hasta alcanzar el máximo nivel en el quiste maduro.
En este punto caben dos posibles interpretaciones:
~ Que sea un ARN específico de enquistamiento, y por tanto, necesario para dicho proceso,
que se acumula en el quiste, manteniéndose funcional o no, como consecuencia tanto de la
deshidratación como de la inactivación metabólica que conlíeva dicha deshidratación.
~ Que sea un ARNm que ha de ser traducido durante el exquistamiento, aunque se biosintetice
en el enquistamiento, para lo cual se almacena en el quiste de resistencia.
Con respecto a la primera de las hipótesis, la detección de hibridación en células vegetativas
no tiene por qué ser un hecho que descarte esta posibilidad, ya que en varios ciliados (Gu’riÉuRÑ’. et
al., 1983b; MARTÍN-GONZ,ÁLnZ et al., 1994; WALKER et al., 1980) se han detectado precursores de
pared (ectoquiste) en estados muy tempranos, incluyendo células vegetativas. Por tanto, la expresión
de ciertos genes específicos de enquistamiento podría darse, igualmente, en estados vegetativos,
existiendo un mayor nivel de transcripción durante el enquistamiento, o bien algún mecanismo de
regulación postranscripcional para los tránscritos ya existentes. En cualquier caso, se han detectado
transcripciones muy tempranas respecto del inicio de procesos de diferenciación tanto en procariotas
[esporulaciónbacteriana (ERRINGION, 1993)] como en eucariotas [diferenciaciónen J)ieiyasteliwn
(LooMls. 1990)].
Sabemos que durante el proceso de enquistamiento en ciliados existe una autofagia
relativamente elevada en el citoplasma prequistico (GUTIÉRREZ. et al., 1990), lo que conlíeva
degradación macromolecular. Por ello, los tránscritos específicos de enquistamiento (ya sean tránscritos
temprana o tardíamente sintetizados) deberían presentar características estructurales que les hicieran
estables frente a esta degradación. Así mismo, existe una disminución global del contenido de ARiN
citoplasmático durante el enquistamiento (PIGON & EDSTRÓM, 1961) por lo que, es posible que un gran
número de tránscritos sean degradados. Esto nos hace pensar que los ARNm que prevalecen durante
el enquistamiento y se acumulan en el estado quistico, deben presentar características estructurales que
les hagan longevos y estables, Los mecanismos de estabilización de tránscritos constituyen un modo
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de regulación génica postranscripcional realmente importante en sistemas eucariotas (AFWAíER et al.,
1990; CLEVEI.AtD, 1989).
En definitiva, carecemos de datos experimentales suficientes para inclinamos por alguna de las
hipótesis que se han expuesto y que resumimos a continuaclon:
a) Que sea un tránscrito constitutivo, utilizable por la célula tanto en estado vegetativo como
prequistico, aunque el número de copias varíe de un estado a otro y que, por lo tanto, no sea
específico de enquistamiento.
b) Que sea un tránserito específico del proceso de enquistamiento, aunque de aparición muy
temprana, y cuyo número de copias se incremente durante dicho proceso acumulándose
finaimente en el quiste maduro por efecto, prmcipalmente, de la deshidratación citoplasmática.
c) Que sea un tránscrito de síntesis temprana que se acumule o almacene en el quiste de
resistencia, pero que no sea traducido hasta el exquistamiento, por lo que se trataría de un
tránscrito específico de exquistamiento.
4. ANALISIS DE LA GENOTECA DE ADNc 18 HORAS
Unavez elegida la sonda B4/Q como específica del enquistamiento de Calpoda inflo/a, ya que
presentaba un patrón de hibridación cuantitativamente diferente en las poblaciones de ADNc sobre las
que se realizó la hibridación, se trató de buscar la secuencia completa del gen en alguna de las dos
genotecas que se habían construido previamente: ADNc de prequisticos de 12 horas y ADNc de
prequisticos de 18 horas,
La sonda elegida (B4/Q) constituye sólo un fragmento de un ADNc de mayor longitud. Este
subfragmento es producto de una amplificación por PCR de un fragmento de ADNc de 1.600 pb
generado del polimorfismo con el cebador E03 a partir de la población de ADNc de quistes (Figura
27, carril 5).
A pesar de que el fragmento 84/Q utilizado como sonda presentaba una mayor abundancia en
la muestra de ADNc de quistes (Figura 34), también se detectó hibridación positiva en la muestra de
ADNc de 18 horas. Por esta razón, y dado que dicha genoteca se encontraba ya preparada, se optó por
comenzar la búsqueda de un fragmento de mayor longitud que constituyera parte del gen implicado
o que incluyera el gen completo.
La estrategia general para detectar un gen determinado a partir de una genoteca, no requiere
el aislamiento previo de clones recombinantes, ya que el clon o clones que llevan dicho gen se detectan
directamente sobre placas Petri conteniendo todo tipo de halos, tras una hibridación con la sonda del
gen que se busca sobre un filtro-copia de laplaca Petri (OYsON, 1991; SAMPRoOK et aL, 1989). Esta
técnica facilita el escrutinio de un gran número de clones en un corto espacio de tiempo. A pesar de
esta clara ventaja, el aislamiento directo y previo de los halos recombinantes puede obviar el
inconveniente de posibles contaminaciones debidas a ladifusión entre halos vecinos (POR1EIJs, 1986).
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Como ya hemos indicado, la genoteca de ADNc de prequisticos de 18h en XgtlO se obtuvo
antes de contar con alguna sonda específica de enquistamiento, motivo por el que se utilizaron los
clones recombinantes ya aislados y por lo que la muestra a analizar fue bastante reducida (543 clones).
Estas limitaciones no constituyen, inicialmente, un problema, ya que existen diversos estudios de
difenciación en los que se han analizado un número reducido de clones en genotecas de ADNc
(BERNIER et al., 1 986a; DOWDS & LoOMIS, 1984; MARTINDALE & BRIJNS, 1983).
Por tanto, para realizar las hibridaciones se utilizaron alícuotas del tampón SM (conteniendo
DMSO como crioprotector) en que se encontraban resuspendídas las particulas víricas que habían
difundido de los bloques de agar. El tratamiento posterior de los filtros fue el mismo que se utiliza para
los filtros-copia obtenidos directamente de las placas Petrí.
El volumen de las alícuotas de los diferentes clones que se depositaban en los filtros fue el
mismo (15 jil), que representa una cantidad de 1(1 a l0~ ufp. Sin embargo, la cantidad de fagos que
contenía cada alícuota dependía, tanto del tamaño del halo aislado de la placa de agar como de la
cantidad de paniculas vírícas que se desprenden en el tampón SM, lo que indica que las alícuotas
empleadas en la hibridación no contenían el mismo número de partículas viricas, aunque una cantidad
mínima de ío~ ufp es suficiente para obtener una señal positiva de hibridación, como pudimos
comprobar en experimentos previos utilizando una sonda de Xgt 10 marcada con digoxigenína.
Existía además otro problema adicional, ya que como hemos indicado la genoteca de ADNc-
18h se preparó antes de disponer de una sonda adecuada para Llevar a cabo su análisis, por lo que los
halos aislados se mantuvieron durante aproximadamente un año a -200C en SM con adición de 7%
(y/y) de DMSO. A pesar de que existe alguna referencia bibliográfica en la que el mantenimiento de
genotecas se realiza a -lOT tras congelación rápida en nitrógeno liquido (BAIt~níurxw, 1991), en
nuestro caso la congelación a -200C no afectó a la viabilidad de los fagos almacenados, como se pudo
comprobar al realizar la amplificación posterior de algunos de dichos clones,
Los resultados que obtuvimos en cuanto al número de clones que presentaban inserto (el 10,7%
de los clones considerados como positivos en una hibridación previa y el 4,2% de los analizados
únicamente por PCR) podrían indicar la pérdida de los fragmentos donados, puesto que todos los
clones que se analizaron eran halos claros y, por tanto, constituidos por partículas viricas
recombinantes. No hemos encontrado referencias en la bibliografia sobre la obtención de un porcentaje
tan alto de clones inestables, y ciertamente resulta dificil conocer si estos clones han perdido sus
insertos de ADN durante el largo tiempo de almacenamiento o si, en su origen, setrataba de halos o
placas constituidos por partículas víricas que carecían de ADN heterólogo. Esta segunda hipótesis
parece menos probable, puesto que los aislamientos se realizaron utilizando como hospedador la cepa
de E. cali C600 hfl que permiteseleccionar únicamente fagos recombinantes, no llegando a observarse
en ningún momento placas o halos turbios.
Si nos inclinamos a pensar que estos clones habían perdido sus insertos de ADN, cabe pensar
si la pérdida era del ADN heterólogo donado o quizá sólo de ciertas zonas de ADN de lambda,
necesarias para la unión de los cebadores en la reacción de amplificación por PCR para recuperar el
mserto. Para abordar el problema se llevaron a cabo dos tipos de experimentos:
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a) Realizar una amplificación por PCR a partir de ADN aislado de los clones, evitando así dos
posibles problemas: la diferente cantidad de partículas viricas que existen cuando la
amplificación por PCR se lleva a cabo directamente y evitar la presencia de algún tipo de
elemento que pudiera interferir en la reacción de amplificación.
b) Intentar liberar los posibles insertos por digestión enzimática a partir de ADN viral aislado
de cada clon. Las digestiones se realizaron con la enzima EcoRL que reconoce las secuencias
que flanquean directamente al ADN heterólogo.
Contrariamente a lo esperado, ninguno de los dos procedimientos ofreció más información.
En el primero de ellos, los resultados de la amplificación por PCR fueron los mismos, tanto a
partir de ADN aislado de un determinado clon como directamente a partir de la suspensión de fagos
de ese mismo clon. Por tanto, en este caso se demuestra que la efectividad de la amplificación no
depende de la pureza del ADN a ser amplificado. Parece probable, por tanto, que estos clones hayan
perdido el inserto o bien, las zonas de reconocimiento para los cebadores.
En el segundo tipo de experimentación, todos los clones analizados fueron resistentes a la
digestión con EcoRl, tanto aquellos que presentaban un inserto como los que carecían de él,
Probablemente, los problemas asociados con la digestión enzimática de los clones podrían ser
consecuencia de su crecimiento en placas de agar (en lugar de agarosa) que puede constituir un posible
inhibidor de la actividad endonucleásica (H,xINBRIIxW, 199!; SAMBROOK et al., 1989).
En resumen, sólo el 7,2% de los 180 clones analizados por PCR, para comprobar la presencia
de ADN heterólogo donado, presentaban inserto, Es un porcentaje realmente bajo, sobre todo teniendo
en cuenta que todos los clones seleccionados procedían, como ya hemos señalado, de halos claros,
Los datos que acabamos de exponer parecen indicar que en un gran número de clones de la
genoteca se había producido la pérdida de los ftagmentos donados, o bien de algunas de las secuencias
de ADN vírico necesarias para la recuperación de los insertos, qiuzá como consecuencia del
almacenamiento prolongado de los clones que componían la genoteca.
Por último, es destacable el alto porcentaje de falsos positivos que se obtuvo al realizar el
primer análisis de la genoteca con la sonda B4/Q: 84 clones dieron respuesta positiva de un total de 447
clones analizados por esta técnica. Esta primera cribade la genoteca se llevó a cabo sin preparar filtros
por duplicado, que es la forma habitual para discriminar los posibles clones positivos (SAMI3RooK et
al., 1989). En nuestro caso, las réplicas de los filtros suponían doble trabajo y exigían mucho tiempo,
ya que dichos filtros se preparaban a mano, depositando las alícuotas directamente con una
micropipeta. En su lugar, se decidió realizar una segunda criba utilizando los fragmentos donados que
pudieron ser recuperados por PCR (sólo 9 clones). Ninguno de los insertos fue reconocido por la sonda
B4/Q indicando igualmente que se trataba de falsos positivos.
La apanción de un gran número de falsos positivos es un fenómeno frecuente en el análisis de
genotecas de lambda para hibridaciones realizadas con marcaje radiactivo (CLANCY et al., 1983;
PORTIHIS, 1986; TAGI;, 1993). El marcaje no radiactivo que hemos utilizado en nuestro caso podría
estar relacionado también con la aparición de los numerosos falsos positivos, ya que incorpora una
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etapa que no se utiliza en el marcaje con radiactividad, basada en el empleo de anticuerpos anti-
digoxigenina. En esta etapa podría producirse un reconocimiento inespecífico con el vector lambda que
condujera a la aparición de señales falsamente positivas, dificultando la detección de los auténticos
clones positivos.
Entendemos asimismo que el número de clones analizados ha sido realmente bajo, sobre todo
teniendo en cuenta el gran número de falsos positivos que suelen aparecer en genotecas de lambda.
Ante la imposibilidad, de momento, de aislar un fragmento mayor (o el gen completo) a partir
de la genoteca, decidimos, fundamentalmente por motivos de tiempo, conocer algo más sobre las
características del fragmento B4/Q que se utilizó como sonda, por lo que procedimos a su
secuencíaclon.
5. ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL FRAGMENTO 84/GA
Ante los resultados negativos en los intentos de obtener el gen donado en la genoteca de ADNc
(lSh), decidimos secuenciar alguno de los fragmentos que constituyen la sondaB4/Q.
La donación se realizó en el vector pUC 18, etapa necesaria para llevar a cabo lasecuenciación
automatizada. Tras la donación del conjunto de fragmentos contenidos en la sonda B4/Q, se obtuvo
un clon positivo que contenía un inserto de 550 pb, que denominamos fragmento B4/QA (Figura 38).
Ai ser uno de los clones con mayor inserto, se decidió secuenciarlo, aunque tras la secuenciación sólo
obtuvo una secuencia fiable de 381 pb, después de obtener las secuencias de ambas cadenas y repetir
por duplicado la secuenciación de una de ellas,
El reducido tamaño de la secuencia obtenida (sólo 381 pb), nos delimita extraordinariamente
cualquier consideración relativamente fiable sobre el gen al que pertenece. Sin embargo, nos parece
de interés, sobre todo teniendo en cuenta el futuro de este trabajo, discutir algunas de sus
caracteristícas, así como posibles marcos de lectura que podríamos establecer en la misma.
Previamente, debemos tener en cuenta algunas consideraciones:
a) El fragmento donado deriva de una población de ADNc, es decir, tránscritos poliadenilados
convertidos en ADNc in vi/ro, por lo que el gen en si es básicamente codificante y se encuentra
procesado (en el caso de la existencia de intrones). Por tanto, se trataría de un gen de clase II.
En el género Calpada no se conoce aún secuencia alguna sobre genes de clase II, ya que la
única secuencia publicada hasta ahorase refiere al ARNr de la subunidad pequeña (GREENWOOD et
al., 1991), es decir, un gen de clase 1.
Ante esta ausencia de información sobre genes de Co/podo, hemos aplicado los conocimientos
ya existentes sobre el código genético que utilizan la mayoría de los ciliados estudiados hasta el
momento (PRESaWF, 1 994). Tetrahymena. Parameciwn. Paraurastyla, Oxyi’richa y Srylonychia
utilizan el triplete TGA como único codón de fin de lectura, mientras que los otros dos posibles
tripletes (TAA y TAG) codifican para glutamina, a excepción de Luplotes, que utiliza los tripletes TAA
y TAG como fin de lectura, mientras el codón TEJA codifica para cisteina (PRESCOTT, 1994). Los
ciliados del género Co/poda se encuentran más cercanos a Tetrahymena y Pararneciurn que a tuplotes,
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por lo que hemos utilizado el triplete TGA como único codón de fin de lectura.
Por otra parte, y considerando cualquiera de los posibles marcos de lecwra de la secuencía
obtenida, no tendría sentido considerar los codones TAA y TAG como fin de lectura en ninguna de
ellas,, ya que se encuentran en numerosas ocasiones a lo largo de las mismas (Figura 41), lo que
carecería de sentido en un ADNc,
¡9 La secuencía obtenida presentaun contenido moderadamente elevado en A+T (62,2%), que
no se aleja demasiado del valor promedio (74%) que presenta el ADN macro y micronuclear de un
ciliado estándar como iétrahvmena (PREscoTr, 1994). Sin embargo, resulta importante diferenciar
regiones codificantes de las que no lo son. Así, en Tetrahymena las regiones codificantes presentan un
54% de MT, mientras en las no codificantes, el porcentaje es superior al 76%. En ciliados hipotricos
el promedio de A+T en secuencias codificantes es de 50-60% y en secuencias no codificantes de un
69-75% (PRI:scoi[T, 1994).
En nuestro caso, la secuencia del fragmento B4/QA está incompleta, por lo que constituye una
pequeña parte de lo que puede ser el gen completo, de modo que no representa el valor completo y
correcto de A±Tde la secuencia codificante. A pesar de todo ello, el porcentaje de A-4-T obtenido se
aproxima más a los valores promedio presentados en general en ciliados.
En la secuendía obtenida, podemos establecer dos posibles marcos de lectura diferentes que
se muestran en la figura 41, dependiendo de los codones de fin de lectura que hemos considerado como
reales. A continuación discutiremos cada uno de ellos.
El primer marco de lectura(Figura 41A) muestra una posible secuencia codificante de 273 pb
(Figura 42). Sin embargo, y teniendo siempre presente que lasecuencia es incompleta, existen una serie
de razones que parecen descartar esta primera alternativa:
En primer lugar, debemos recordar que se trata de una molécula de ADNc derivada de un
tránscrito poliademíado y. por consiguiente, procesado. Se podría pensar en un tránscrito policistróníco,
pero resulta un hecho extraño en eucariotas, No obstante, carece de sentido encontrar una secuencia
codificante tan corta con respecto al resto que aún queda por secuenciar, que es mucho mayor, dado
que la secuenciaB4/QA (381 pb) es una parte del fragmento B4/Q de 550 pb, derivado a su vez de una
banda de un patrón polimórfico de la población de ADNc quistico de 1.600 pb. Por tanto, la región
secuenciada representa sólamente un 23% del total de la secuencia y nuestra potencial región
codificante (273 pb) representaría únicamente un 17% del total de la molécula de ADNc de la cual
deriva Todos estos datos son correctos siempre que se considere que la banda de 1.600 pb representa
el ADNc completo, lo que no sabemos si es cierto. Según esta primera interpretación, el resto de la
molécula (83%) podría ser una secuencia no codificante, o bien una secuencía codificante interrumpida
por zonas no codificantes, es decir, por intrones, lo que resulta muy improbable al tratarse de un
tránscrito procesado. Al mismo tiempo, el porcentaje en A+T de las zonas no codificantes (108 pb),
posibles secuencias intrónicas en este marco de lectura, es muy inferior al descrito en ciliados (>85%),
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. En segundo lugar, la secuencia codificante presenta un contenido en A±Trelativamente
elevado (66,3%) a diferencia de la media observada en ciliados para regiones codificantes (PRP:SCOTT,
1994).
• Igualmente, se observa que aparecen tres metioninas como inicio de la secuencia codificante,
lo que resulta realmente inusual.
Existe una secuencia de 10 bases que se asemeja (aunque no es idéntica) a la secuencia
consenso de inicio de traducción en eucariotas (KOzAK, 1986). La secuencia consenso propuesta por
este autor está constituida por 9 bases (CCAIGCCATG0)y funciona como una secuencia iniciadora
de la traducción en eucariotas, La secuencia 5-CCAACCATGA-3’ encontrada en nuestro fragmento
(Figura 42) presenta una base adicional (A) que no existe en la secuencia consenso, así como una A
en posición +4, A pesar de ello, mantiene una purina (A) en posición -3, característica común a muchos
otros ARNm de ciliados (HEIFTENTiLIN, 1985; KI.OBUTCIIILR et al., 1984; 1991; Mxiii et al., 1989).
• Con respecto a la secuencia aminoacidica resultante de la secuencia codificante, podemos
destacar el uso de cuatro tripletes TTT que codifican para fenilalanina (F), codón que no es
frecuentemente utilizado en ciliados (BANNON et al., 1984; HELI~IENI3L[N, 1985; Hví.ívrvNni.:¡N &
MÚLLER, 1988; HOROwiTZ & GOROVSKY, 1985; MICELI et al., 1989). A pesar de ello, genes de
J>aramecium (PIUVR et al., 1987) y Rupia/es (KIn13uicIu~R et al., 1991; LiANa et al,, 1994; Mi=YLR
et al,, 1991) utilizan codones TTT para fenilalanina, aunque en una proporción inferior respecto al
codón 1W, que codifica también para este aminoácido. Igualmente, en la secuencia que presentamos,
existen algunos codones que son muy poco frecuentes en los genes de ciliados descritos hasta ahora:
CGT (arginina), ALGO (arginina), ACO (treonina), (300 (glicina) y TCO (serma) (MARTn’4DM.E, 1989;
PRIS(O[i, 1994)
El segundo marco de lectura que consideramos en el sentido 5-3’ de la secuencia (Figura 4 iB),
presenta dos interpretaciones posibles. En primer lugar, se puede estimar que todo el marco de lectura
sea codificante (Figura 41-BI) y que los codones ATO codifiquen para metioninas internas del
polipéptido (Figura 43) con lo que éste sería rico en residuos de fenilalanina (F) y glutamina (Q) (11
y 13 residuos, respectivamente). De nuevo, la mayor parte de los residuos de fenilalanina vienen
codificados por codones TV!’ (8 residuos) y el resto (sólo 3 residuos) por el codón TTC, lo que resulta
algo inusual en ciliados como acabamos de discutir.
La abundancia en residuos de glutamina (Q) se debe a que hemos considerado los codones
TAA y TAO codificantes de este aminoácido, además de los propios de la glutamina (CALA y CAO).
Otros aminoácidos igualmente abundantes en esta secuencia son la leucina (L) con 12 residuos, y la
lisina (K) con 10 residuos. Todo ello no es más que el resultado de la abundancia de pares A±T
(62,2%), que es relativamente alta para una secuencia codificante, lo que hace que predominen los
aminoácidos que utilizan los codones más ricos en A y/o T.
Todos los puntos discutidos hasta ahora hacen poco probable esta primera posibilidad
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considerada dentro del segundo marco de lectura.
Una segunda posibilidad de interpretación, dentro del mismo marco de lectura (Figura 41 -B2),
sería que la secuencía codificante comenzase en el codón ATO de la posición 310, con lo que la
secuencia codificante presente en este fragmento tendría sólo 72 pb, siendo mayor la región no
codificante con 309 pb (Figura 44). En este caso, los porcentajes de A+T de ambas regiones (54,2%
para la codificante y 64% para la no codificante) se aproximan más a los datos generales obtenidos en
ciliados (PRESCoil, 1994). Así mismo, la región 5’ no codificante (309 pb) presentaría una serie de
características estructurales interesantes:
a) Se observan tres repeticiones invertidas que pueden originar tres horquillas localizadas entre
los nucleótidos -227 a -199, -182 a -167 y -113 a -93 de la región 5’ no codificante (Figura 45). Las
secuencias autoapareantes de dichas horquillas están formadas por 5-6 bases y son ricas en pares A+T.
En ciliados hipotricos (MicElA et al., 1989) estas horquillas, localizadas cerca del origen de traducción,
pueden representar orígenes de replicación. Igualmente podrían actuar como punto de unión o
reconocimiento de proteínas implicadas en la transcripción o en su regulación, como sucede en
levaduras (STRIJJU., 1988) Mi mismo, la regulación traduccional de determinadas especies de ARNm
está mediatizada por secuencias localizadas en la región 5’ no codificante de dichos tránscritos, El
ejemplo más claro nos lo ofrece el ARiNm que codifica para la ferritina (CA.sEY et al., 1988), cuya
traducción se ve incrementada en presencia de hierro, al eliminarse la horquilla presente en la región
5’ no codificante. En la secuencia del gen que nos ocupa, estas horquillas podrían tener una función
similar en la regulación de la traducción de su ARNm.
b) Existen siete secuencias ‘ITIT, tres de las cuales forman parte de las horquillas comentadas
anteriormente, Estos tetranucleótidos de timina se han encontrado en la región 5’ no codificante de
algunos genes, tanto en hipotricos (HFiÁ.~iYNBEIN, 1985; I-WíÁ>TENI3EN & MULLER, 1 988;KMNE &
SPF:AR, 1982; LLXNG et al., 1994; MICELI et al., 1989) como en Paraniccium (PRi±:Retal,, 1987)y
‘letrahyrncna (BANNON el al., 1984). En algunos eucariotas (KQI<N & BROWN, 1978; LL\Nc, et al,
1994) estas secuencias se han relacionado como señales de terminación de la transcripción.
En nuestro caso, y si consideramos correcta esta interpretación del marco de lectura, no
sabemos que significado podría tener la aparición de horquillas en la región 5’ no codificante, al igual
que sucede en otros ciliados.
e) A pesar de que la región situada antes del codón de inicio, en esta interpretación de la
secuencia, no se asemeja a las secuencias consenso propuestas para inicio de traducción en eucariotas
(CCA/GCCATGO) (KOz¿xK, 1986) o en Saccharamyces (AITAA/TAA/CA) (HAMILTON et al., 1987),
es una característica común a muchos otros genes de ciliados, a diferencia, por ejemplo, de lo que
ocurre en los escasos genes identificados que se han relacionado con procesos de diferenciación en
hongos (BERNII:R et al., 1987; PODC,ORSKY et al., 1986; SAvARD et al., 1989), que presentan secuencias
semejantes a la secuencia consenso de Saccharamyces
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d) Se observa una secuenciapalindrámica AA’ITTATTTAA en posición -38 a -28, próxima
al codón de inicio de traducción (ATO). En hipotricos, las secuencias palindrómicas ricas en pares A+T
en regiones no codificantes, se han relacionado con su posible función como orígenes de replicación
(HEuniNíí:nÑ, 1985). Al igual que para las otras secuencias, desconocemos qué función podría tener
en este caso.
A pesar de que la región codificante de esta segunda interpretación del marco de lectura es
probablemente incompleta (sólo 24 aminoácidos), podemos destacar algunas características. En primer
lugar, el único residuo de fenilalanina encontrado viene codificado por el triplete TTC, algo que resulta
más acorde con la utilización de codones en ciliados. En segundo lugar, el aminoácido más abundante
presente en este oligopéptdo es laglutamina(Q) (12,5% de la secuencia obtenida). En Coipoda sic/fil
(TiBi3s, 1966; 1982), la proteína que forma parte de la pared quistica es rica en residuos de glutamina
(20%). Sin embargo, resultaría osado considerar una posible analogía, ya que la secuencía es
incompleta y el marco de lectura puede no ser el correcto,
A la espera de tener la secuencia completa y según todos los datos expuestos, esta segunda
interpretación del marco de lectura del fragmento B4/QA (Figura 44), parece la más factible de todas
las consideradas, en función del porcentaje en A-4-T, de sus características estructurales (horquillas) y
de la utilización de codones.
En definitiva,, el fragmento B4/QA constituye una fracción muy pequeña de un gen de clase
II, probablemente involucrado en el enquistamiento de C. in/lata, que incluiría una buena parte de la
región 5’ no codificante del gen y una mínima parte de la región codificante, Evidentemente, la posible
confirmación o refutación de esta hipótesis está pendiente de la completa secuenciación del gen.
6. PERSPECTIVAS Y ALGUNAS CONSIDERACIONES GENERALES
Somos conscientes de que el trabajo que aquí se presenta es un trabajo inacabado, ya que
únicamente se muestra la secuencia de un fragmento de 381 pb (B4/QA) de la sonda B4/Q. El
conocimiento de la secuencia completa, no sólo de la sonda B4/Q sino de la molécula de ADNc de la
cual procede (1.600 pb), nos ofrecería mucha más información para tratar de comprender la función
de este tránscríto en el proceso de enquistamiento.
Nuestro objetivo más inmediato se centraría, por tanto, en la secuenciación completa de esta
molécula de ADNc, El conocimiento de la secuencia nos permitirá conocer de qué proteína se trata,
sus caracteristicas estructurales y su posible función en el enquistamiento de Colpoda in/la/a.
Otras cuestiones interesantes que han quedado sin resolver en este trabajo y que deberían
constituir, igualmente, parte de estas perspectivas son las siguientes:
> Basándonos en la posibilidad de encontrar alguna heterogeneidad en las poblaciones de 1 2h
y 1 8h en los experimentos de sustracción, cabría la posibilidad de aislar bandas diferenciales y
utilizarlas como sondas específicas de algunas de estas etapas, siempre y cuando no estuvieran
presentes en ambas muestras ni en células vegetativas.
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> El patrón de hibridación con la sonda B4/Q sobre poblaciones de ADNc nos ha permitido
establecer una serie de hipótesis sobre posibles mecanismos de expresión génica involucrados en el
enquistamiento. Estas hipótesis deberían ser dilucidadas en un futuro próximo.
Además de resolver estas cuestiones pendientes, es necesaria la búsqueda de más genes
involucrados directa o indirectamente en el enquistamiento y, en este sentido, este trabajo de tesis nos
ha resultado de gran utilidad para descartar posibles estrategias y enfocar otras nuevas.
Debemos, igualmente, considerar y valorar el hecho del carácter pionero del trabajo que aquí
se presenta (veáse la bibliografla relativa a enquistamiento en ciliados que se ha publicado hasta ahora),
con todas las dificultades características de la ausencia de precedentes dentro del ámbito de los
protozoos ciliados que ayuden a contrastar resultados y a solventar problemas técnicos o
metodológicos.
Sin embargo, y al igual que ocurre con otros aspectos del proceso criptobiótico en ciliados,
hemos encontrado curiosas similitudes respecto de otros procesos criptobióticos semejantes, tanto en
procariotas como en eucariotas, lo que nos indicaría que posiblemente estamos comenzando a





1. Los quistes de resistenciamaduros del ciliado Ca/pacía inflo/a contienen ARN poliadenilados, al
igual que sucede en los quistes de amebas y en otras formas de resistencia o criptobióticas, como las
esporas de hongos filamentosos y levaduras,
2. El estudio de los polimorfismos de las poblaciones de ADNc obtenidos de células vegetativas,
prequisticas y quistes de resistencia, revelan una elevada similitud entre ellos. Estos resultados podrían
indicar que se originan pocos tránscritos especificos de enquistamiento, como parece ser que también
ocurre en el enquistamiento de amebas.
3. Los resultados obtenidos sobre el tránscrito del que forma parte el fragmento secuenciado B4/QA,
nos indican que puede variar la concentración intracelular de algunos ARNm durante el proceso de
enquistamiento de (‘ ¡nf/aa¡. Y, como sucede para este tránscrito, podrían acumularse un mayor
número de copias en el estado diferenciado o quiste de resistencia.
4. El hecho de que determinados tránscritos incrementen su presencia en el estado criptobiótico,
parece ser un fenómeno habitual entre los sistemas vivos microbianos que presentan procesos similares
al enquistamiento de ciliados. Su correcto significado, así como las características fisiológicas y
estructurales que lo hacen posible, son cuestiones aún por resolver en la mayoría de los casos.
5. El presente trabajo constituye, teniendo en cuenta lo publicado hasta el momento, el primer intento
conocido sobre estudios moleculares del proceso de enquistamiento en protozoos ciliados. El carácter
pionero del mismo ha implicado la optimización y adaptación de diversas técnicas, su adecuación a las
características del material vivo y del proceso a estudiar, así como el diseño de diferentes estrategias.
Todo ello ha constituido un conocimiento previo necesario que, a nuestro entender, será la base del
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